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Studija asocijacije genetikih varij anti u regionima 7936, 8924 i 17ql2ssrizikom

za razvoj i progresiju karcinoma prostate

Rezime

Karcinom prostate je drugi i@se dijagnostikovan maligni tumor muskaraca u svetu,
Sesti po broju smrtnih stajeva. Standardni dijagnodti i prognostéki parametri KP

su serumska vrednost prostata spé&wifg antigena (PSA), Glison gradus sistem (GGS),
I klini¢ki stadijum KP. Studije asocijacije rgavom genomu identifikovale su preko
30 SNP asociranih sa rizikom za razvoj i progresf®. Genetitke varijante
predstavljaju potencijalne genike markere koji bi se pored standardnih progtkiti
parametara koristili u dijagnostici i @enju bolesnika sa KP. Rezultati replikativnih
studija sl¢ajeva i kontrola potvrdili su da pojedifree genetike varijante mogu imati
razlicit stepen asocijacije sa rizikom za razvoj i/iliogresiju KP u razéitim

populacijama.

Ova studija imala je za cilj da procemiogucu asocijaciju genotipova i alela
genettkih varijanti u regionu 7936 (rs1799983, rs20707MOS3-764A>G, NOS3-
714G>T, rs3918226,NOS3 -649G>A), regionu 8q24 (rsl447295, rs4242382,
rs6983267, rs7017300, rs7837688) i regionu 17042760511, rs7501939) sa rizikom

za razvoj i progresiju KP.

Studija je obuhvatala 150 bolesnika sa KP, 150 dmika sa benignom
hiperplazijom prostate (BPH) i 100 musSkaraca beaiddih znakova bolesti prostate
(kontrolna grupa). Genotipizacija gerd&th varijanti vrSena je metodom RFLP i

metodom automatskog sekvenciranja.

Za svih pet SNP u regionu 8924 (rs1447295, rs422238983267, rs7017300 i
rs7837688), kao i za rs7501939 iz regiona 17qlapaka je asocijacija sa rizikom za
razvoj KP. U naSoj studiji, od 13 analiziranih geré&ih varijanti, za samo dve,
rs3760511 (region 17g12) i rs1799983 (region 7g3Bkazana je asocijacija sa

standarnim prognoskim parametrima KP.Rezultati naSe studije pokazali su



asocijaciju genetkih varijanti rs3760511 (region 17q12) i rs3198Z6&gion 7q36) sa
rizikom za progresiju KP.

Rezultati ove studije pokazali su gau opravdanost studije shjeva i kontrola
u populaciji Srbije. Doprinos nastavka istrazivaagocijacije genetkih varijanti sa
rizikom za razvoj i progresiju KP je u definisanganela minimalnog broja SNV koji bi
se koristili kao nestandardni prognoktiparametri u dijagnostici i klidkom praenju

bolesnika sa KP.

Klju ¢ne reci: studija asocijacije, genékie varijante, karcinom prostate.
Naucna oblast: Biologija

UZa nauna oblast: Biohemija i molekularna biologija

UDK broj: 577.21 :[616-006.6 : 611.637] (043.3)



Association study of common genetic variants in regns 7936, 8924 and 17g12
with prostate cancer

Abstract

Prostate cancer (PCa) is the second most frequeiatiyposed malignant tumor, and the
sixth leading cause of cancer-related deaths ammrgworldwide. Standard diagnostic
and prognostic parameters are serum PSA level sGhegradus score, and the clinical
stage of PCa. Genome-wide association studies (GWA& identified over 30 single

nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with dufdCa. Genetic variants have
emerged as potential genetic markers that coulasbd along with standard prognostic

parameters in PCa diagnostics and outcome prexdlictio

This study aimed to evaluate possible associateiwden genotypes and alleles
of genetic variants at 7936 (rs1799983, rs2070RM3S3-764A>G,NOS3-714G>T,
rs3918226, antlOS3-649G>A), 80924 (rs1447295, rs4242382, rs698326/M 17300,
rs7837688) and 1712 (rs3760511, rs7501939) with &R and progression.

150 patients with PCa, 150 patients with benigrstatic hyperplasia (BPH),
and 100 men without clinical signs of prostate aé&s (control group) were recruited as
study participants. The genotyping was performedisigg PCR-RFLP analysis and bi-
directional DNA sequencing.

Our study has shown association for all five amalizariants in the region 8924
(rs1447295, rs4242382, rs6983267, rs7017300 ar@BT6B8) and rs7501939 in the
17912 region with the risk of PCa. Among 13 vaaanalyzed in our study, two
(rs3760511 at 17g12 and rs1799983 at 7g36) hawsrskwidence of association with
standard prognostic parameters of PCa. Our stuelded evidence of association of
rs3760511 (17912) and rs3198266 (7q36) with theai$?Ca progression.

The results of our study have shown the scientéatonale for conducting case-

control studies in Serbian population. The primatcdbution of continuing reasearch



regarding association between genetic variants R@d risk and progression is in
defining the minimal panel of single nuclotide \aats which would be used as non-

standard prognostic parameters in PCa diagnostit®atcome prediction.

Keywords: association study, genetic variants, prostate cance
Scientific field: Biology

Special topic:Bichemistry and Molecular Biology

UDC number: 577.21 : [616-006.6 : 611.637] (043.3)



Skraéenice

95%CI — interval poverenja (en§5% confidence interval
A — adenin
AIC — Akakike informacioni kriterijum (engAkaike_nformation_citerion)

AJCC / UICC — Americki komitet za maligne bolesti (endmerican_dint Committee
on Cancer/Uhion Internationale ©ntre le_ Gnce

ANRIL - duga nekodirajta RNK u lokusu INK4 (engAntisense Wn-coding RIA in
the INK4 Locug

AR — androgeni receptor

bp — bazni par

BPH — benigna hiperplazija prostate

C —citozin

ddNTP — 2',3’- didezoksiribonukleozidtrifosfat

DNK — dezoksiribonukleinska kiselina

DRE - digitorektalni pregled (engigital rectal examinatior)

EAU- Evropsko udruzenje urologa (el@iropean Asociation of Wology)
EDTA — etilen diamin tetra sietna kiselina

EtBr — etidijum-bromid

Fw — uzvodni prajmer

G — guanin

GGS - Glison gradus sistem

GSTP1- Glutation S-transferaza pi 1 (emfutathione_Stransferase pl)
GWAS - studija asocijacije ndtavom genomu (engsenome Wie Association §idy)
H&E — hemtoksilin-eozin

H3 — histon 3

H3K27me3 - trimetilacija lizina na poziciji 27 histona H3

H3K4mel — metilacija lizina na poziciji 4 histona H3

HGPIN — prostatina intraepitelna neoplazija visokog gradusa (engh gade
prostatic_ntraepithelial_reoplasig

Hi-Di ™ formamid — visoko dejonizovani formamid (engjgh deionized formamijle

ICGC — maeiunarodni konzorcijum za genomska istrazivanja nngtigoolesti (eng.
International_Gncer Genome ©nsortiun)

kb — kilo baza



KP — karcinom prostate

LGPIN — prostatina intraepitelna neoplazija niskog gradusa (éoyy.gade gostatic
intraepithelial reoplasig

LUTS — simptomi donjeg urinarnog trakta (ehawer uinary tract symptoms
Mb — mega baza

NGS — nova generacija sekvenciranja (emext generation_squencing

NO —azot oksid

NOS3- azot oksid sintetaza 3

OR — odnos verovatria (eng.Odds_Ratio)

p — kratki krak hromozoma

p53— protein 53

PAP — prostaiina kisela fosfataza (engrostate @id phosphatase

PBP — prostata vezuiii protein (engprostate linding protein)

PCA3 —antigen karcinoma prostate 3 (eRgostate Gncer_Aitigen 3

PCR - lartana reakcija polimeraze (ermplymerase lain reaction

PIN — prostatina intraepitelna neoplazija

POP4 - polimer za automatsko sekvenciranje (étegformance @timized_@lymer-9
PSA — prostata specifini antigen (engprostate pecific antigen

g — dugi krak hromozoma

RFLP — polimorfizam u duzini restrikcionih frgmenata (eng. Restriction Fagment
Length_®lymorphism

RNK — ribonukleinska kiselina
RPAL — replikacioni protein Al (engeplication_gotein Al
Rv — nizvodni prajmer

SNP — polimorfizam pojedingnih nukleotida ili tékasti polimorfizam (engsingle
nucleotide polymorphism

SNV - tatkasta varijanta (en@ngle Nucleotide \ariant)
T —timin
TBE pufer — TRIS-Borat-EDTA-Pufer

TNM - sistem za oddivanje klinickog stadijuma karcinoma prostate koji opisuje
primarni tumor (T), status limfnikvorova (N) i prisustvo ili odsustvo metastaza (M)
(eng.Tumour_Node Metastasiy

TRUS - transrektalni ultrazvuk prostate (etrgnsrectal trasound
UV — ultraljubtasta svetlost
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1. Uvod

1.1. Prostata

Prostata (lat.prostatg kestenj#a) je miséno-zlezdani organ koji okruzuje
pocetni deo mokrénog kanala (laturethra) kod muskaraca. Nalazi se na dnu male
karlice, ispod mokréne beSike, ispred rektuma i iza simfize (slika 1). (Prostata
zdravih muskaraca je oblika kestena i &iek kivija. Tezina prostate varira od 7 do 16
g, a volumen od 10 do 80 ml (2). Anatomski, prasts sastoji od dva reznja (lmtbus
prostatae dexter et sinisjer jednog suZenja (laisthmus prostatge(1). Nema pravu
fibroznu kapsulu, ueje obavijena visceralnim omaem (lat.capsula prostatica

ureter — —/ ~ L {
limfni évor & 2 <l

Mokracna
besika

Anteriorna

fibromuskularna
rektum —=— ma stroma
semena kesica & kesica
besika —
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prostata & kanal | SrediEnjiregion
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Prelaznazona [l
Centralna zona
Periferna zona Mokracni

uretra

Slika 1. Prostata. Shematski prikazi anatomsko@Zajh prostate u maloj karlici (levo)
podele Zlezdanog tkiva prostate u tri zone (désno)

HistoloSki, prostata ima izgled razgranate duktaiezde i¢ine je dva osnovna
dela: tubuloalveolarne Zzlezde i fibromuskularnaors. Tubuloalveolarne Zlezde
organizovane su kruzno, oko moknag kanala u tri nepravilna sloja. U neposrednoj
blizini mokratnog kanala nalaze se mukozne Zlezde na koje senjggsl submukozne.
Zlezde koje se nalaze periferno ndesu i oznsavaju se kao glavne prostate
Zlezde. Zlezdano tkivo sastoji se od brojnih folikkoji se otvaraju u izduZene kanale.
Kanali se udruzuju da bi formirali 12-20 izvodnibriala koji se izlivaju u prostéatii

deo mokréanog kanala (3).

! Slika dostupna na URL: http://www.alanwak elinfraghealth-physical-fitness.com/images/Prostate.jpg
2 Slika dostupna na URL: http://www.websystem?2.catitles/6w_Prostate.htm



Zlezdano tkivo prostate moze se podeliti na tri ezooentralnu, prelaznu i
perifernu (slika 1). Periferna zona je peharastbtika, c¢ini oko 70% ukupne mase
prostate, i otvara se u distalni kraj prostatig dela mokrénog kanala. Centralna zona,
koja predstavljatetvrtinu volumena prostate, okruzuje ejakulatoramaiice, a njeni
izvodni kanali se naj@m delom izlivaju u sredinu prostatiog dela mokrénog
kanala. Najmanja je prelazna zona (5% volumenag kapzima sredisSnji deo prostate.
Njeni izvodni kanali izlivaju se u proksimalni krpjostattnog dela mokrénog kanala
(4). Zonalna podela prostate ima ktkii znataj jer se adenokarcinom prostate (KP)
nage&e dijagnostikuje u perifernoj zoni, dok se benidnperplazija prostate (eng.

Benign_Rostatic Hyperplasia BPH) nage&e dijagnostikuje u prelaznoj zoni (5).

Prostata ima egzokrinu funkciju i produkuje vodeadslicastu, blago kiselu,
semenu t&nost. Ona sadrzi preko 100 proteina, od kojih gaasdéupljeniji prostatina
kisela fosfataza (engrostate_&id phosphatasePAP), prostata speaifii antigen (eng.
prostate _pecific antigen PSA) i prostata vezuju protein (eng.prostate _linding
protein, PBP). Pored proteina,ét®ost sadzi lipide, fruktozu, limunsku kiselinu, g@n
cinka i druge komponent@). Semena tmost potpomaze kretanje spermatozoida i

istovremeno ih Stiti od kiselog okruzenja Zenskotnpg sistema (7).

1.2. Bolesti prostate

Sa klinkkog aspekta, bolesti prostate mogu se svrstati @ asnovne grupe,
zapaljenske (inflamatorne) i tumorske. Tumori patestdele se na benigne i maligne.
Najucestalije bolesti prostate su protatitisi, BPH i (8.

1.2.1. Prostatitis

Prostatitis predstavlja zapaljensku bolest prost@g Kilinicki simptomi
prostatisa su nelagodnost i bol, a ponekad su mainge povezane i sa seksualnom
disfunkcijom (10). Predstavlja ri@&u uroloSku dijagnozu kod musSkaraca dittaod
50 godina i tréu po Westalosti kod starijih od 50 godina (11). Po &he sistemu

klasifikacije Nacionalnog istituta za javno zdraviSjedinjenih Ametkih Drzava
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razlikuju secetiri tipa prostatisa (10). Akutni bakterijski ptastis (tip ) posledica je
akutne infekcije n#&p&e izazvane bakterijomE. coli (12). Hronéni bakterijski
prostatitis (tip 1) izazivaju bakterije iz rodovascherichia, Klebsiella i Proteusdees
Enterococcus, Staphylococcus i Streptococ(lls). Etiologija prostitisa tipa Il je
nejasna. Kao mog@u uzroci izdvajaju se infekcije, imunoloSke disfuije i
intersticijalni cistitis (11). Asimptomatski prosis svrstani su u IV tip bolesti. Zbog
izostatka simptoma ova vrsta prostatitisa otkrieails biopsijom prostate, ili tokom
lecenja neplodnosti (13). Rezultati epidemioloske iggudokazali su da muskarci sa

prelezanim prostatitisom imaju paa rizik za razvoj BPH i KP (14).

1.2.2. Benigna hiperplazija prostate

Benigna hiperplazija prostate ®ege je oboljenje prostate. Predstavlja
nemaligno hrorino uveanje prostate usled hiperplazije tkiva prelazneezprostate
(15, 16). Ovu bolest karakteriSe palpabilno darge prostate i kolekcija urinarnih
simptoma koji se ozgavaju kao simptomi donjeg urinarnog trakta (dogver uinary
tract symptoms LUTS) (17). OteZzano mokrenje (opstrukcija) kodelsaika sa BPH
posledica je kako uvanja (meharka komponenta), tako i pos@nog tonusa glatko-
miSi¢nih vlakana prostate (dinatkia komponenta) (18). Ako se ne&iileBPH moze
izazvati ozbiljne komplikacije, kao Sto su kompketetencija urina, infekcija urinarnog

trakta, pojava kamena u mokrej besici i insuficijencija bubrega (19).

Etiologija BPH nije poznata. Do danas su samodiwaioca nesporno vezana za
pojavu BPH, a to su starost i uticaj androgenihnmwra (20). Eksperimentalna
istrazivanja pokazala su da, pored proliferacijgatku molekularnoj patogenezi BPH

ulogu ima i inhibicijatelijskog umiranja po tipu apoptoze (21,22).

Dijagnostika BPH obuhvata fizikalni i digitorektalpregled (engdigital rectal
examination DRE), odrdivanje serumske vrednosti PSA i dodatne urodinamske
testove, kao Sto je merenje brzine protoka urir®. (Zokom dijagnostikovanja BPH,

vazno je isklj@iti moguce postojanje KP.



Uvecanje prostate, koje ne daje smetnje, nije potreletiti. Preporiuje se
samo redovno klikno pra&enje bolesnika kroz polugodisSnje ili godiSnje |edtar
preglede. Léenje BPH moze biti medikamentozno ili hirurSko (2B). Nafeke
medikamentozno &enje obuhvata primenu alfa adrenékgh blokatora ili inhibitora 5-
alfa reduktaze (enzima kojicesvuje u pretvaranju testosterona u dihidrotestmste
HirursSko l&enje moze biti endoskopsko (transuretralna resekxipstate) ili otvoreno
hirurSko I€enje (transvezikalna prostatektomija) (24). S abmirda se razvija u
prelaznoj zoni prostate i ima radtu etiologiju, BPH se definiSe kao benigni tumor

prostate i nije premaligna lezija KIP6).

1.2.3. Premaligne lezije prostate

Prostaitna intraepitelna neoplazija (PIN) premaligna jeij(ezkiva prostate
(26). Na osnovu morfoloSkih izmena Zlezdadélija prostate, razlikuju se dve klase
PIN-a: PIN niskog gradusa (erlgw gade postatic ntraepithelial reoplasia LGPIN)
i PIN visokog gradusa (endngh grade postatic ntraepithelial reoplasia HGPIN)
(27).

Fenotipske i morfoloSke izmene koje karakteriSu HGRlefiniSu se kao
intermedijerne promene izme neizmenjenog i maligno transformisanog tkiva fates
HGPIN je u preko 80% séajeva, kao i KP, lokalizovan u perifernoj zoni geds (28).

U uzorcima tkiva prostate dobijenih nakon prostetekja winjenih zbog KP, HGPIN
se dijagnostikuje u preko 70% &hjeva (29). U velikoj autopsijskoj studiji McNeal i
Bostwick zastupljenost HGPIN iznosila je 82% u patama sa KP i 43% u prostatama
bez KP (30, 31). Takie, rezultati epidemioloskih studija pokazali subddesnici kod
kojih je dijagnostikovan HGPIN imaju 15 putadveizik za razvoj KP u odnosu na

zdravu populaciju (32).

Bolesnici koji imaju HGPIN rutinski se nece. U poslednje vreme, prepdtije
se upotreba dijetetskih suplemenata i vitamina Hejuju preventivho na razvoj KP

(hemoprevencija) (33).



1.3. Karcinom prostate

Prostata predstavlja slozenu Zlezéiju stromu ¢ini vezivno tkivo, a parenhim
epitel, sastavlen od Zlezdanih i skvamoznéelija (3). Proces neoplaste
transformacije pogta sve tipovetelija prostate, ali sa razliom westalogu. Naime,
neoplastina transformacija Zlezdanog tkiva (adenokarcinoostate) daleko jée&i i
od sarkoma (malignog tumora vezivnog tkiva) i odck@oma skvamozniktelija
prostate (9). Procenjuje se da adenokarcinomi @i@&he 95% svih malignih tumora
prostate (34).

1.3.1. Epidemiologija KP

Adenokarcinom prostate predstavlja zdravstveni lerabSirom sveta, posebno u
razvijenim zemljama koje imaju sve stariju popyladi u kojima kontinuirano raste
incidenca ove bolesti (35). Karcinom prostate jegdnage&e dijagnostikovan maligni
tumor muskaraca u svetu, i Sesti po broju smrthiktageva (36). Prema podacima
Instituta za javno zdravlje Republike Srbije ,Milalovanow Batut‘, KP u Srhbiji
pokazuje mstwi trend novodiagnostikownih slwajeva, od 662 u 1999. godini, do
1.673 u 2009. godini (37).

Etiologija KP je nepoznata. KarakteriSe ga velikaligni potencijal i heterogeno
ispoljavanje. Jedinévrsto usinovljeni faktori rizika za pojavu KP su Zivotna dob i
porodicha istorija bolesti (38, 39). Stopa incidence KBteasa godinama a posebno
nakon 60. godine zivota, te se do skoro ovaj karnismatrao bolés starijeg zivotnog
doba (37). Nazalost, poslednjih decenija od KP jelkaju i muSkarci u tridesetim i
cetrdesetim godinama (40). Pored toga, studije marcuma tkiva prostate zdravih
musSkaraca u méoj zivotnoj dobi (od 20 do 40 godina) pokazalecéssto prisustvo
histoloSkih centara KP. Ovi rezultati patuju hipotezu da je inicijacija KP dugotrajan
proces i da neoplastia transformacija tkiva prostate zé&mpe u ranom zZivotnom dobu
(41).



Poroditna anamneza znatno poaga rizik za pojavu KP. Poragia anamneza
brata ili oca sa KP dva do tri puta péaea rizik oboljevanja, i to 6 do 7 godina ranije
od zivotne dobi oboljevanjélana porodice (42). Istovremeno, sve viSe je dokaza
postojanje naslednog i brzo napredejg oblika KP koji se pojavljuje u ranoj zivotnoj
dobi nezavisno od ostalih faktora rizika. Ova d@i&rupozorila su na vaznost naslednih

genettkih faktora u razvoju KP (43).

Epidemioloske studije pokazuju da od KPd&edte oboljevaju Afro-Amerikanci, a
najreie Azijati (44). Takde, epidemioloSke studije pokazale su i éaafaktora
povezanih sa k&nom Zivota u razvoju KP. PuSenje, gojaznost, komeanje alkohola i

odraieni n&ini ishrane su neki od njih (45).

| pored dosadasnjih saznanja o faktorima rizikaraavoj KP, perspektive za
primarnu prevenciju ove bolesti su slabe. Ipak,jirautori preporduju promenu u
n&inu ishrane (prelazak na mediteranskéinashrane) i fizéku aktivnost kao mere

prevencije KP (46).

1.3.2. Dijagnostika KP

Dijagnostika KP podrazmeva nekoliko procedura.nikki pregled obuhvata
DRE i transrektalni ultrazvuk prostate (engansrectal udtrasound TRUS) koji
omoguava vizuelizaciju prostate sa semenim kesicamajSdamjem ultrazviine
rektalne sonde. Dijagnostikovano daaje prostate je medicinska indikacija za
odretivanje nivoa PSA u serumu bolesnika. Jameje prostate i po¥an nivo serumske
vrednosti PSA ukazuje na maguprisustvo KP koji se definitivno potiuje biopsijom.
Danas se prepotuje TRUS-om vdena biopsija prostate, kao metoda za definitivhu

potvrdu dijagnoze KP (47).

Dijagnostikovanje KP otezano je usléhjenice da su simptomi ove bolesti
nespeciftni i slicni onima koji karakteriSu BPH (simptomi subvezikula opstrukcije).
Svaki peti bolesnik sa KP, javi se lekaru zbog fala kostima ili patoloskih fraktura,

koji su simptomi metastaza KP u koStanom tkivu (48)



Postoje tri razliite forme KP: klintki (manifestni), okultni i latentni. Manifesni
KP su oni koje je mode klini¢ki dijagnostikovati na osnovu izrazenih simptomek d
se okultni KP definiSe kao mala lezija prostatarsmifestnim metastazama. Latentna
forma KP je klinEki neprepoznatljiva (asimptomatski K&9). Najvei broj latentnih
formi nikada née progredirati ka obliku koji mozZe da ugrozi Zikmtlesnika a njegovo
lecenje moze dovesti do komplikacija kojecutina kvalitet Zivota. Ovo je dovelo do
nastanka kovanice preterane dijagnoze (@wgrdiagnosis (50). Prema poslednjim
procenama, od 23 do 42% dijagnostikovaninéaeva KP u Evropi i Sjedinjenim
Americkim Drzavama moglo bi biti rezultat preterane dijage (51). Nije mali broj
autora koji preteranu dijagnozu vide kao &jan problem u savremenoj dijagnostici
KP imajui u vidu komplikacije koje mogu nastati kao postedigtenja ove bolesti
(52).

1.3.3. Lecéenje KP

Lecenje KP zavisi od stadijuma bolesti, starosti hakes i njegovog opsteg

stanja. Terapija KP moZze biti hirurSka, &ra ili medikamentozna (53).

Aktivno praenje bolesnika predstavljada lecenja latentne forme KP, a u cilju
ranog otkrivanja modie progresije bolesti. Kod bolesnika sa lokalizowani
manifestnim KP dobrog opSteg stanja i u Zivotnd)idio 70 godina, optimalna terapija
je hirurSka (radikalna prostatektomija, npr.). ft@olesnici sa lokalizovanom bol&$
podvrgavaju se radikalnoj zmaoj terapiji. Primenom adekvatne terapije, lokalaoi
KP danas su iztavi (53).

Kod bolesnika sa metastatskim KP, svrhgetga je da se spfenapredovanje
bolesti, a terapija izbora je hormonska terapijgakpodrazumeva hirursSku ili
medikamentoznu kastraciju. Ni&tim, hormonska terapija dovodi do razvoja
hormonske rezistencije. Hormonski rezistentni K& lee sekundarnom hormonskom
terapijom koja podrazumeva primenu antiandrogeelgva koji blokiraju androgene
receptore (AR) i njegove signalne puteve. Posletinj@a le¢enja KP je hemioterapija,

ali efekat primenjenih citostatika d@io je kratkotrajan (53).



1.4. Standardni dijagnosti¢ki i prognosti¢ki parametri KP

Standardni dijagnosiki i prognostéki parametri KP su serumska vrednost PSA,
Glison gradus sistem (GGS), i kiéki stadijum KP (54).

1.4.1. Prostata speciféni antigen

Prostata specifilni antigen je glikoprotein vele oko 33 kDa, koga sekretuju
epitelijalne ¢elije prostate. To je kalikreinu 8ha serinska proteaza i ima ulogu u
utetnjavanju (likvefakciji) semene &gosti (55). Prvi test za odtiwanje serumske
vrednosti PSA iz uzoraka priferne krvi muSkaraceeden je u kliniku praksu
osamdesetih godina proslog veka (56). tbmge PSA testa u klitku praksu

omoguilo je da se KP dijagnostikuju u ranoj fazi bez iohna starost bolesnika (57).

FizioloSke vrednosti PSA u serumu, &mese u granicama od 0,1 do 4 ng/ml.
Porast nivoa PSA u cirkulaciji posledica je déétga bazalnih membrana zlezda i
poveane vaskularizacije tkiva prostate, te nije iskljo uslovljena povéanom
aktivnogu sekretorniitelija (54). Sve ove promene za posledicu imaju\aojaSA u
varcelijskom prostoru zlezdanog tkiva odakle putem dénmdospevaju u krvotok.
PoviSena serumska vrednost PSA predstavlja biokknpipkazatelj kako trauma tako i
bolesti prostate (prostatitis, BPH, KP) (58). Tédo poviSeni nivoi PSA u serumu
detektovani su i kod retencije urina, nakon ejagijga prekomerne fizke aktivnosti i
stresa. | pored toga Sto péaaje sreumske vrednosti PSA nije spéoifi samo za KP,
njegovo odrdivanje i dalje predstavlja zlatni standard kako ijaghostici tako i u
pracenju progresije KP (59).

U cilju poveanja specifinosti, uvedene su modifikacije PSA testa koje
ukljuc¢uju odretivanje koncentracije inaktivnih prekursora PSA inoda slobodnog i
ukupnog PSA u serumu. PSA u serumu moZe biti slabbotl vezan za proteine
inhibitore proteaza. Sto je manja Kitia slobodnog PSA to je ¥& verovatnéa da je
poveana serumska vrednost PSA biohemijski marker KPeaneke druge bolesti

prostate (60). Pored toga, vrSe se i merenja: érparasta koncentracije PSA i
8



udvostréenja koncetracije PSA u serumu, gustine PSA (odkaoiscine PSA i
volumena prostate) i gustine PSA u prelaznoj zoxings koltine PSA i volumena
prelazne zone). Predlaze se i kéei§e dobno prilagtenih graninih vrednosti PSA
(61, 62).

1.4.2. Klini¢ki stadijum bolesti

Klini ¢ki stadijum bolesti, koji se od#eje na osnhovu klidkog pregleda,
predstavlja vod@ prognostéki parametar KP. Za odivanje klinickog stadijuma KP
koriste se brojni sistemi klasifikacije. Danas jRIM (eng. Tumour _Node Metastasis
TNM) sistem, preporten od strane Evropske asocijacije urologa (efgropean
Association of_Wology, EAU), nage&e kori¥en (63). TNM sistem opisuje primarni

tumor (T), status limfnikkvorova (N) i prisustvo ili odsustvo metastaza (kdpgla 1).

Tabela 1. TNM sistem koji se koristi u dijagnostd?

Stadijum Karakteristike stadijuma KP

T stadijum Opisuje primarni tumor
TO Nema detektabilnih primarnih tumora u okviru tkjmastate
T1 Tumor nije klingki detektabilan ni klintkim pregledom ni ultrazvukom
T2 Tumor ogranien na tkivo prostate
T2a Tumor zahvata do 50% tkiva jednog lobusa prostate
T2b Tumor zahvata viSe od 50% tkiva jednog lobusaneli drugi lobus
T2c Tumor zahvata oba lobusa
T3 Tumor probija kapsulu prostate i/ili vrSi invazija semene kanaé
T4 Tumor vrSi invaziju na druge organe

N stadijum Opisuje status limfnih ¢vorova
NO Lokalne metastaze u limfnidvorovima nisu prisutne
N1 Prisutne su lokalne metastaze u limfrimorovima

M stadijum Opisuje prisustvo metastaza u kostima udaljenim organima
MO Metastaze u kostima i udaljenim organima nisu pmisu
M1 Prisutne su metastaze u kostima i udaljenim organim

Stadijumi koji se dodeljuju primarnim malignim tunma prostate su T
stadijumi (slika 2). U TO stadijumu nema detektaibilprimarnih tumora u okviru tkiva
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prostate, dok se T1 stadijum odnosi na tumore rkisjii klinicki detektabilni. Stadijum
T2 odnosi se na KP koji su ogréeni na tkivo prostate, ptiemu tumori opisani T2a
stadijumom zahvataju do polovine jednog lobusa, dekT2b stadijumom opisuju
tumori koji zahvataju viSe od polovine jednog lohua T2c stadijumom tumori koji
zahvataju oba lobusa prostate. Tumori koji probijegpsulu prostate i vrSe invaziju na
semene kandle svrstavaju se u stadijum T3, dok se stadijum THhosei na

ekstrakapsularnu formu kada KP vrSi inavaziju dnugiva i organa (64) (slika 2).

Normalna
o prostata

— . [ BeSika
Semena kesica

- Prostata

. Limfni cvor

Slika 2. T stadijumi KP po TNM sistemu klasifikaaij

N stadijum odréuje se analizom lokalnih limfniivorova u smislu prisustva ili
odsustva malignilgéelija (NO ili N1), a M stadijum opisuje postojanjeetastaza KP u
kostima i drugim udaljenim organima (MO ili M1) (6Metode koje se koriste prilikom
procene stadijuma po TNM sistemu uklju DRE, TRUS, magnetnu rezonanciju i
rentgensko snimanje (65, 66).

1.4.3. Glison gradus sistem

Gradus karcinoma definisan je kao pokazatelj njegobioloSkog potencijala,
istovremeno odijuéi  ukupno i speciino malignom boled uslovljeno
prezivljavanje bolesnika. Glavni sistem za dilranje gradusa KP je Glison gradus

sistem (GGS). GGS nastao je iz zajeéldog iskustva patologa Sirom sveta, koji su, u

% Slika dostupna na URL: http://www.prostatecaneFiles/Diagrams-and-Images/Prostate-Cancer-diagspx
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vise od 50% mikroskopski analiziranih uzoraka KBGilu najmanje dve razdite slike

tumorskog rasta (67).

Osnovu ovog sistema predstavlja pet histoloSkkasli Glison gradusa od 1 do
5 koje se utavaju tokom mikroskopske analize tkiva KP i to E&ehjem malog
uvetanja mikroskopa (10-40x). Glison gradusi opisujuegpogaje Zlezdane arhitekture:
njen oblik, veltinu i stepen zlezdane diferencijacije kao i stramaahvaziju KP (slika
3). Primarni gradus definiSe histoloSka slika kegau@ava u viSe od 50% analiziranog
karcinoma u uzorku a sekundarni gradus histoloBka & manje od 50% analiziranog

tkiva ali viSe od 5% njegovog volumena.

PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic Grades)

Slika 3. Glison gradus sistem. Pet histoloSkihaskbkji opisuju poremi&j Zlezdane arhitekture

u KP.

Iz zbira dve najzastupljenije histoloSke slike tuskmg rasta izvodi se zbirni
Glison gradusa koji moze imati vrednost od 2 dd@&). Zbirni Glisonovi gradusi od 2
do 4 odgovaraju dobro diferentovanom KP, od 5 dwoednje do slabo diferentovanom
KP a od 8 do 10 slabo diferentovanom KP. Zbirnis@ti gradus 7 moZe se uvrstiti u
srednje diferentovane tumore ako je primarna Sika+4) ili u slabo diferentovane ako
je primarna slika 4 (4+3) (69).

* Slika dostupna na URL: http://supportgroup.org/gteascore_58.htm
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ViSe vrednosti GGS ukazuju na&estepen promena Zlezdanog tkiva prostate
usled razvoja karcinoma, odnosno manju diferenostlezda, Sto je u korelaciji sa
vecom agresivhad@l KP (70). Dosadasnja primena GGS pokazala je wjego
prognostiéki znataj koji se odnosi nacekujucu progresiju KP nezavisno od terapijskog
postupka. Istovremeno, GGS ima i prediktivni &ajai to kao pokazatelj dobrog

odgovora ili rezistencije KP na hormonsku teragga).

Maligni potencijal KP procenjuje se i na osnovugbatkog stadijuma bolesti.
Patoloski stadijum oddelje se nakon patohistoloskog ispitivanja hirurs#istoanjenih
karlicnih limfnih ¢vorova i prostate sa semenim kesicama. On dajazareavidu u
proSirenost tumora u prostati i izvan nje, preeaizwolumen tumora, zah&anost
hirurskih i anatomskih margina, ekstrakapsularmen§e¢ kao i zahwgenost semenih

kesica i limfnih¢vorova (54).

1.5. Molekularna osnova karcinoma prostate

Sa aspekta molekularne biologije maligne bolestbslesti gena. Progresivna
akumulacija genetkih oSte&enja i mutacija dovodi do neoplaste transformacije tkiva
(71). Neoplastina transformacija je proces naruSavanja tkivne lostaze u pravcu
nekontrolisane deoh&elija i inhibicije ¢elijskog umiranja po tipu apoptoze. Dve glavne
kategorije gena uklgenih u proces neoplastie transformacije su protein-kodiréju
proto-onkogeni i protein-kodiragutumor-supresorni geni (antionkogeni). Neoplkasdi
transformacija zlezdanog tkiva prostate podrazumeiabroj genettkih izmena koje
su odgovorne za konverziju neizmenjenih epiteléehja prostate, preko premaligne
lezije HGPIN, u KP sa sposobrtaSinvazije (slika 4) (72).

Neizmenjeni epitel LatentnkKP Manifestni KP Metastatski KP
Slika 4. Shematski prikaz neopl&sie transformacije Zlezdanog tkiva prostate. Histalo
progresiju KP karakteriSe progresivna akumulacigmegtkin izmena u proto-onkogenima,
antionkogenima i genima koji kodiraju za RNK (Makidvano Shen &Abate-Shen, 2010) (41).
12



Pored mutacija u protein-kodirgjm genima, u fokusu savremenih istrazivanja
patogeneze KP su i epigeri&t promene i mutacije u genima koji kodiraju regpiae
RNK (41, 73).

1.5.1. Protein-kodiraju ¢i proto-onkogeni i KP

Proto-onkogeni su gemiji proteinski produkti stimuliSteelijski rast i deobu u
vremenski i prostorno strogo kontrolisanim uslovimage&e tokom embrionalnog
razvica. Mutacijom, proto-onkogeni prelaze u formu onkwgekoji nekontrolisano
eksprimiraju svoj proteinski produkt. Onkogeni iln@iominantnu funkciju u odnosu na
malignitet, tj. dovoljna je jedna kopija aktivirasmoonkogena da bi se eksprimirao
njegov efekat na proces neoplasé transformacije (72).

Za veliki broj protein-kodirajéih proto-onkogena pokazano je da su aktivirani
mutacijama u KP, a nde najzastupljenijim sg-myc(eng.cellular - Myelogytomatosis
Viral Oncogene Homolggbcl-2 (eng.B-cell lymphoma }, kao i¢lanovi familije gena
za transkripcione faktoréTS(eng.E-Twenty ) (74).

Gen c-myc lokalizovan je u hromozomskom regionu 8g24. U ovmgionu
nalazi se i vé broj genettkih varijanti za koje je u studijama geréé asocijacije na
citavom genomu (engsenome Wde Association 8idies GWAS) pokazana asocijacija
sa KP (75-77). Povan nivo ekspresije ovog gena detektovan je u dretiam tkivu
HGPIN-a i KP u odnosu na onaj detektovan u neizerempn zlezdanom epitelu prostate
i BHP (78). Mutacija gena-mycrani je dogdaj u neoplastinoj transformaciji tkiva
prostate koji je odgovoran za inicijaciju i ranuwgresiju KP (79). Koliki je znzj
mutacije gena-mycu procesu neoplastie transformacije tkiva prostate patuju i
eksperimentalne studije dane na zivotinjskim modelima. Svi transgeni misSesi
prekomernom ekspresijom gecanycrazvijali su HGPIN i/ili KP (80).

Povean nivo ekspresije gerl-2, ¢iji je proteinski produkt antiapoptotskian

istoimene familije regulatora apoptoze, detektoyaru velikom broju sléajeva KP.
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Prekomerna ekspresija gebal-2 dovodi se u vezu sa razvojem KP nezavisnog od

androgenih hormona i povezana je sa loSijom progmozolesti (81).

Aktivacija proto-onkogena ziajnih za molekularnu patogenezu KP mogu biti
posledica i hromozomski rearanZmani po tipu trékesdge. Nage&i hromozomski
rearanZman u KP je genska fuzijangtranslatirajéeg regiona gendMPRSS2eng.
Transnembrane Potease, Srine 2 sa genonERG (ETS Related_G&ng ili ETV1(eng.
Ets Variant 1). GeniERG i ETV1 pripadaju familiji transkripcionih faktor&TS Do
danas, ovaj genéki rearanZman detektovan je iskljuo u uzorcima tkiva KP (82, 83).
Zbog toga, genska fuzilBMPRSS2/ER@o0zZe predstavljati kako potencijalni gerikii
marker u dijagnostici tako i target biolosSke tejap{P (84). Eksperimentalne studije
pokazale su da se ger&ti rearanzmani koji ukljguju gene familije ETS ceke
detektuju u uzorcima KP obolelih muskaraca evrogsporekla u odnosu na obolele

Amerikance afidkog porekla ili Azijate (85).

1.5.2. Protein-kodiraju ¢i tumor-supresorni geni i KP

Tumor-supresorni geni su gewiji proteinski produkti imaju sposobnost
inhibicije ili supresije neoplastne transformacije. BioloSka uloga antionkogena aagle
se i u kontroli¢elijskog ciklusa. Zato se poredai u ekspresiji ovih gena smatraju
kriticnim dogaajima u molekularnoj patogenezi malignih tumorgudjuci i KP (72).

U KP relativnocesto detektuju se mutacije u tumor-supresorskimngem53 (eng.
Protein 53, Rb (eng.Retinodastomg i PTEN (eng.Phosphatase and Tem Homolog
(86, 87).

Antionkogenp53 jedan je od n@g&e mutiranih gena u procesu neoplkasti
transformacije (88). Gep53 kodira za regulatorni protein koji reguliSe eksiteveteg
broja gena. Neki od tih gena kodiraju proteine lsaji ukljiteni u procese regulacije
¢elijskog umiranja po tipu apoptoze i u kontroli pagacijecelija kroz celijski ciklus
(89). Rezultati analize zastupljenosti mutiranibrnio proteina p53 u HGPIN i u
razlicitim stadijumima KP ukazali su na zfa@ inaktivacije geng®53 u progresiji ovog
malignog tumora (74).
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Gen Rb je prvootkriveni tumor-supersorski gen. €rotRb ima ulogu u
procesima regulacije ekspresije gena i to kao prdteji maskira regulatorni protein
E2F. Svoju bioloSku ulogu ostvaruje u procesima DNHKlik&acije, ¢elijskog umiranja
po tipu apoptoze i kontrotielijskog ciklusa (90). Deleciona ili mutaciona itigkcija
gena Rb detektovana je u 20% do 50% d&jeva KP i predstavlja negativan
prognosttki parametar (91).

Proteinski produkt gen®TEN je lipidna fosfataza koja predstavlja regulator
signalnog puta posredovanog fosfatidilinozitol ;3,4rifosfat (PIP3) fosfatazom sa
bioloSkom ulogom u kontroléelijskog ciklusa (92). Inaktivacija gerRRTEN rezultira
akumulacijom PIP3 fosfataze koja za posledicu imhibiciju procesa apoptoze i
povetanje nivoacelijske proliferacije (93). Mutacije u gen@TEN detektovani su u
35% primarnih i preko 60% metastatskih KP (94).

Gubitak heterozigotnosti u hromozomskom regionul822ietektuje se u preko
85% sltajeva KP. U ovom regionu nalazi se geiX3.1 Proteinski produkt ovog
gena je regulatorni protein transkripcije koji setayo jedino eksprimira u tkivu
prostate. Mutacija u geniNKX3.1 vezana je za progresiju KP (95, 96). Druga
istrazivanja inaktivaciju genslKX3.1promovisu i kao rani dodgaj tokom razvoja KP
(97).

1.5.3. Androgeni hormoni i KP

Prisustvo i delovanje androgenih hormona neophgerma razue i normalno
funkcionisanje prostate. U prostati, tri androgdmmamona, testosteron (sintetisan u
testisima), androstenedion i dehidroepiandrostefsimtetisani u nadbubreznim
Zlezdama) prevode se u dihidrotestosteron. Dihedtosteron predstavlja ligand koji se
vezuje za AR u citoplazmielija prostate. Kompleks ligand-AR premesta sedige
vezuje za elemente odgovora u molekulu DNK (98).0Maj n&in, aktiviraju se geni
Ciji su proteinski produkti odgovorni za odrZavanjevne homeostaze strome i
Zlezdanog parenhima prostate (99). Pokazano je ddsustvu androgenih hormona,

celije parenhima sintetiSu proapoptoske signale kogiukuju apoptozu Zzlezdanog
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epitela Sto za posledicu ima smanjenje volumenatat® (100). To je razlog Sto je
jedan odcesto primenjivanih pristupa u denju KP androgena ablacija, odnosno
smanjenje kotiine androgenih hormona dostupiiélijama zlezdanog epitela prostate.
Ovaj vid hormonske terapije dovodi do apoptoze gmdh celija i posledinog
smanjenja vetine tumora. Posle duze primene, hormonska tergpgataje da bude
delotvorna usled progresije KP u vrlo invazivnu nior nezavisnu od androgenih
hormona (101, 102).

Smatra se da promene u testikularnoj diferengijamukovanoj androgenim
hormonima imaju kljgnu ulogu u progresiju primarnog u metastatski KP3j1
Istovremeno, i razvoj hormonske rezistencije poageasa mutacijama u genu za AR.
Do danas, opisano je oko 660 mutacija gena kojirkodR od kojih véina izaziva
sindrom androgenske nesenzitivnosti (104). U KPe®g se detektuju tkaste
mutacije i amplifikacija gena za AR i smatraju s&@ajnim za progresiju bolesti (105).
Tackaste mutacije dovode do izmena u strukturi ligaedujiteg domena ovog
receptora i time proSiruju spektar potencijalnigahada (102). Amplifikacije ili
mutacije gena za AR detektuju se u preko poloviegastatskih KP, tako da promene u
ekspresiji gena za AR predstavljaju negativan postitki parametar u kenju KP
(106).

1.5.4. Regulatorne RNK i KP

Sve veéi znaaj u istrazivanjima molekularne patogeneze malighimora
pridaje se nekodirafim molekulima RNK (mikroRNK i dugim nekodirajim RNK).
Kao i produkti protein-kodirajtih gena, ovi molekuli RNK mogu posedovati tumor-
supresorske ili onkogene karakteristike (41, 166d KP detektovane su promene u

strukturi ili nivou ekspresije brojnih nekodirgjhh RNK (108).

Antigen karcinoma prostate 3 (erigrostate_Gncer_Atigen 3 PCA3) je duga
nekodirajda RNK koja se tkivho — speaifio eksprimira u prostati (55). Koégnjem
veceg broja metoda za detekciju molekula RNK pokazanda je koncentracija PCA3

u neizmenjenom ili benigno transformisanom tkivupé@a manja od one detektovane u
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malignom tkivu prostate. Istovremeno, ekspresijgABQiije detektovana u drugim
neizmenjenim ili maligno transformisanim tkivind@veka. Zato, detekcija ekspresije
molekula PCA3 predstavlja potencijalno vrlo speeifi bioloSki marker za
dijagnostikovanje KP (109). lako je primena detgkenolekula PCA3 u dijagnogke
svhe i dalje u fazi klirikog ispitivanja, komercijalni kitovi za detekcijuCA3 iz urina

dostupni su preko pet godina (110, 111).

Rezultati eksperimentalnih istrazivanja pokazali da je ekspresija tumor-
supresornog gen®TEN negativno regulisana od strane mikroRNKR-21 (112).
Pokazano je i da je smanjena ekspresija tumor-samieh mikroRNK miR-101

povezana sa progresijom KP (108).

Pored PCA 3, i druge duge nekodigRNK westvuju u patogenezi KP. Me
njima je iPTENP1(eng.phosphatase and tem homolog peudogene)l Poreméaj u
ekspresiji ove duge nekodirégiRNK u korelaciji je sa smanjenom ekspresijom ttmo
supresornog gerATEN(113). Istrazivanja su pokazala da ulogu u patogede ima |
ANRIL (eng.Antisense_Nn-coding_RIA in the_NK4 Locug ¢ija je aktivhost povezana
sa represijom inhibitora kinazal5, p16i p19 ukljucenih u procese kontrolkeelijskog
ciklusa (114).

1.5.5. Epigenetiko utiSavanje gena kod KP

Kljuéni procesi koji su odgovorni za epigertkt utiSavanje gena su metilacija
molekula DNK i posttranslacione modifikacije protaihistona (115). Kao i kod drugih
malignih tumora, promene u mehanizmima epigéketj utiSavanja gena smatraju se

vaznim molekularnim dogijima u patogenezi KP (107, 116).

Ekspresija tumor-supresorskih gefesto je utiSana metilacijom CpG ostrvaca u
okviru promotorskih regiona ovih gena koja secegje odvija u inicijalnim fazama
neoplastine transformacije (117, 118). Prvi gen za koji ¢&kgzan da mu je promotor

epigenetiki utiSan metilacijom u KP je gen za glutation Sasferazu pi 1 (eng.
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glutathione_Stransferase pl, GSTP), koja westvuje u odgovordelije na oksidativni
stres (41).

U KP detektovane su i promene u obrascima postaeione modifikacije
histonskih proteina. Povan nivo trimetilacije lizina na poziciji 27 histonB3
(H3K27me3) predstavlja epigen#tu modifikaciju asociranu sa progresijom KP.
Histon metil-transferaza EZH2 koja katalizuje ovetitaciju, poviSeno je eksprimirana
u vetini analiziranih uzoraka malignog tkiva prostatelgl Prekomerna ekspresija
ovog enzima odgovorna je i za poaa nivo metilacije lizina na poziciji 4 histona H3
(H3K4mel) koji se detektuje u uzorcima molekula DNKolovanih iz tkiva
metastatskih KP (120). Dosadasnja istrazivanja pallkasu i smanjen nivo acetilacije
N-krajeva proteina histona H3 i histona H4 u madigransformisanom tkivu u odnosu

na nivo detektovan u neizmenjenom Zlezdanom epitestate (121).

1.6. Genettke varijante asocirane sa KP

Ista sekvenca molekula DNK iz individua moze se razlikovati u samo jednom
baznom paru. Ova razlika naziva se polimorfizamegimanih nukleotida ili tékasti
polimorfizam (eng.single nucleotide polymorphisnENP), sadatesto poznat kao
tatkasta varijanta (engSngle Nucleotide \riant, SNV). U genomucoveka nalazi
preko 10 miliona t&astih polimorfizama. T&asti polimorfizam definiSe se kao
genettka varijanta jednog nukleotida koja se u opStojytaqiji javlja sa destalogu
vecom od 1% (122). Ove razlike u sekvenci najvsu izvor razlika u genomima
izmeaiu pojedinaca. Sredinom devedesetih godina pros&@ pdéela su istrazivanja

uloge ovih razlika u patogenezi kompleksnih bolaktjucuju¢i i maligne tumore (123).

1.6.1. Nasledna predispozicija KP

Na zn&aj genetike osnove u razvoju KP ukazali su rezultati epiddoskih studija
koji porodienu istoriju ovog karcinoma svrstavaju duenajzngajnije faktore rizika. Na
osnovu porodine istorije, KP grupiSu se u sporadi i familijarni tip, pri cemu se

naslednim KP ozriava podtip familijarnog KP kod kojeg je izrazen Metovski
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obrazac nastivanja (124). Procenjuje se da do 5% svih dijagkosanih KP
pripadaju naslednom tipu (125).

Analize vezanosti (end.inkage analysgskod naslednog tipa KP dovele su do
identifikacije prvih lokusa asociranih sa razvoj&R. To su:HPC1 (eng.Hereditary
Prostate _@Gncer ) mapiran u hromozomskom regionu 1q24-28CAP (eng.
Predisposing for_Cacer Rostatg mapiran u regionu 1942.2-43 HPCX (eng.
Hereditary Rostate_ Gncer on_ XChromosomemapiran u regionu Xg27-28. Kasnije je

identifikovano joS 4 lokusa asociranih sa razvojeaslednih KP (126).

KoriS¢enjem analiza vezanosti mapirani su regioni asocisa razvojem
naslednih KP na gené&kioj mapi genom&oveka. Ova istrazivanja obuhvatala su veliki
broj porodica u kojima je pojava bolesti bilgesta i podrazumevala su analizu
ogromnog broja uzoraka (mejoza) kako bi se rez@uciapiranog regiona svela na
relativno prihvatljive okvire (ngp&e desetine miliona baza). Pristupom baziranim na
analizi vezanosti identifikovani su lokusi sacem penetrabilnddi asocirani sa
razvojem naslednog KP. Jasno je da su ovi pokuEajeli do ogranienog broja

rezultata s obzirom da je KP kompleksna i poligedskerminisana bolest (127, 128).

Kasnije studije fokusirale su se na identifikadpkusa sa malom penetrabil@das
asociranih sa sporagiim KP, a za koje se smatra da doprinose razvégmilijarnih
formi. Poseban ziaj u identifikaciji ovih lokusa imaju GWAS (129).

1.6.2. Studije asocijacije nacitavom genomu u istrazivanju KP

GWAS predstavljaju zriajan pristup u identifikaciji lokusa sa malom
penetrabilno& asociranih sa KP koji ne uk§uje prethodno definisanje gena
kandidata (130). Strategija GWAS zasniva se naagmj analizi gotovo kompletnih
genoma bolesnika sa KP i muSakraca kod kojih nijggdostikovan KP (kontrolna
grupa). U cilju ove analize koriste se posebnojdizani genskicipovi koji detektuju

razlike u pojedinénim nukleotidima izméu dve grupe uzoraka (131). Tako, GWAS
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podrazumevaju simultanu genotipizaciju velikog BrgNP (132, 133). Zahvalju
ovom pristupu identifikovano je viSe od 30 SNP asoth sa KP (slika 5) (134).
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Slika 5. Lokusi asocirani sa malignim tumorima kimeka identifikovani u GWAS (lokusi
asocirani sa raglitim malignim bolestima obeleZeni su r&#iim bojama, lokusi asocirani sa
KP obelezZeni su ljubastim kruzéem) (Modifikovano Hindorff LA et al., 2011) (129).

Ovi SNP razlikuju se u doprinosu riziku za raz¥#j, a njihova asocijacija sa
boleu moze da varira iznde populacija (130, 135). Neke od identifikovanih FSN
pokazali su asocijaciju sa rizikom za razvoj dok dsuge pokazale asocijaciju sa
rizikom za progresiju KP. Istrazivanja su pokazddaneki SNP pokazuju kumulativni

efekat koji ima jau asocijaciju sa rizikom za razvoj ili progresijiPK136).

1.6.3. Geneticke varijante u regionu 8924 asocirane sa KP

Studije asocijacije su, kao prvi hromozomski regidaveden u vezu sa
poviSenim rizikom za razvoj KP, identifikovale regig24 na hromozomu 8 (137, 138).
U ovom regionu, vetine oko 1 Mb, koji je genska pustinja, d&mo je preko 10
genettkih varijanti za koje je pokazano postojanje asmij¢ sa KP (76, 139, 140). Kao
i za genetike varijante u drugim regionima i GWAS koje su ratrale ovaj region za
uzorak su imale geografski i ,;asno“ manje ili vid@mogene populacije. Zbog toga se
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u poslednjih par godina javio veliki interes daasecijacija SNP u regionu 8g24 proveri
i u vetem broju razhitih populacija, u okviru sve tri ,rase”.

U replikativnim studijama potdena je jaka asocijacija pet SNP u regionu 8924
sa rizikom za razvoj KP. To su rsl1447295, rs4242388983267, rs7017300 i
rs7837688 (139, 141-143). Ovih pet getleh varijanti nalaze se u regionu duzine od
126 kb. Varijante rs1447295, rs4242382, rs7017380837688 nalaze se u prvih 50 kb
regiona, dok je rs6983267 od njih udaljen oko 70(kB9) (slika 6). Meta-analiza
genettkih varijanti regiona 8924 pokazala je da svi aneni SNP doprinose
poveanju rizika za pojavu KP i to za 25-50% (144).
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Slika 6. Shematski prikaz pozicija gerkth varijanti asociranih sa rizikom za razvoj KP na
fizickoj mapi regiona 8g24. Prikazan je negativni logani kvadrata koeficijenta korelacije (-
log10r). Koeficijent korelacije predstavlja meru verovate da se dve genglie varijante
vezano nastuju. Sto je vrednost -logl®miZa, verovatnéa da se dve gendkie varijante
vezano nasliiju je slabija. Izuzetno jaka veza izémedva SNP predstavljena je crvenom
bojom, dok ljubtasta boja ozrimva da nema povezanosti. (Yeager M et al., 2007) (7
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Molekularna osnova asocijacije analiziranin SNRgionu 8924 sa pojavom KP
jo$ uvek nije poznata (136). Poslednja istrazivaajgazuju da se u okviru ovog regiona
nalaze véi broj poj&ivaca koji westvuju u regulaciji ekspresije gegamyc (145).
Genetéke varijante rs1447295 i rs6983267 upravo su laeiranutar ovih regulatornih
elemenata (146, 147). Istovremeno, u analiziran@gionu 8924 do danas je
kompjuterski detektovano preko 10 mikroRNK Sto tdkaukazuje na zwaj ovog

regiona u regulaciji ekspresije gena (148).

Pored KP, pokazano je da su getletivarijante u regionu 8q24 asocirane i sa

rizikom za razvoj kancera kolona i karcinoma dajfagnika (140, 149, 150).

1.6.4. Geneticke varijante u regionu 17q12 asocirane sa KP

Pored genetkih varijanti u regionu 8924, GWAS identifikovalas § dve
genettke varijante u regionu 17912 koje su snazno aseeisa KP. To su gendte
varijante rs7501939 i rs3760511 (151).¢Véeroj replikativnin studija u evropskim,
afro-amertkim i azijskim populacijama potvrdile su asocijacipva dva SNP sa KP
(139, 152-157). Dosadasnja istrazivanja pokazuju jelaasocijacija rs7501939 i
rs3760511 sa rizikom za razvoj KP n&to izrazena kod bolesnika u ndlam zivotnom
dobu (152). Za gene€lu varijantu rs7501939 pokazana je inverzna Kkoielac

asocijacije sa rizikom za pojavu KP i rizikom zawvaj dijabetesa tipa 2 (153, 158).

Genetéka varijanta rs7501939 nalazi se u prvom introngeaetéka varijanta
rs3760511 u promotoru gena koji kodira jedarni @rotHNF1B (eng.hepatocyte
nuclear factor 1 homeobox B Protenski produkt gentdNF1B reguliSe ekspresiju gena
albumin i alfa-fetoprotein u hepatocitama (159-16d) drugim tkivima (pankreas i
bubrezi, npr.), proteinski produkt gertdNF1B ima ulogu u regulaciji glukozne
homeostaze (162). Do danas nije pokazana ekspiggsijaHNF1B u tkivu prostate.
Zbog toga, molekularna osnova asocijacije SNP wnegl7ql2 sa rizikom za pojavu

i/ili progresiju KP josS uvek nije poznata.
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Dosadasnje GWAS pokazale su asocijaciju SNV u regid7gl2 sa
karcinomima jajnika (163) i materice (164), skvamioz karcinomom pléa (165) kao i

sa kompleksnim bolestima kao Sto su astma (16§ nefropatija (167).

1.6.5. Geneticke varijante u regionu 7936 asocirane sa KP

Studije asocijacije pokazale su povezanost nekagemettkih varijanti u okviru
regiona 7936 sa pojavom i/ili progresijom KP.¢ra njih se nalazi u okviru promotora
genaNOS3(eng.Nitric oxide gnthase 3(168).

Gen NOS3kodira endotelijalnu formu enzima azot oksid sietakoji pripada
familiji enzima koji katalizuju sintezu azot oksid&lO) iz L-arginina i L-citrulina
(169). Endotelijalna izoforma predstavlja primasignal za kontrolu sekrecije insulina,
vaskularnog tonusa i tonusa disajnih puteva, autdj je i u regulaciju gane funkcije

i angiogeneze (170).

Vet 40 godina postoje eksperimentalni dokazi da radigmog tumora i pojava
metastaza kritki zavise od neovaskularizacije (angiogeneze) tgkuy tkiva.
Formiranje novih krvnih sudova malih dimenzija kakruzuju tumor omogiava
migraciju malignih¢elija (171). Zn&aj angiogeneze za rast i metastaziranje tumora
pokazan je i kod KP (172). Ranija istraZivanja pjuzdokaze da NO ima ulogu u
angiogenezi tokom neoplaste transformacije (173). Istovremeno, rezultati
ekspresimentalnih studija pokazali su &gaendogenog NO u procesima inhibicije
¢elijskog umiranja po tipu apoptoze tumorskiblija (174). Poslednja istrazivanja
pokazuju da efekat NO na proces apoptoze maligeiijp KP zavisi i od stadijuma
tumora. Smanjen nivo NO, u inicijalnoj fazi i u ka®m metastatskim stadijumima, ima
antiapoptotsku ulogu, dok povisen nivo NO karakterfiazu tumorskog rasta kada su
procesi angiogeneze najintenzivniji (175).

U dosadasnjim istrazivanjima asocijacije SNP u gerau NOS3 sa KP
analizirano je pet SNP u okviru promotod(dS3-786T>C,NOS3-764A>G,NOS3-

714G>T,NOS3-690C>T,NOS3-649G>A) i rs1799983 u egzonu 7 (176-179).
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Pojava alela T u genékoj varijanti NOS3 894G>T (rs1799983) rezultira
aminokiselinskom zamenom na poziciji 298 (Glu298Agpja utte na smanjene
stabilnosti proteina (180). Postoje eksperimentdbkazi da pojava alela C geri&e
varijanteNOS3-786T>C (rs2070744) formira mesto za vezivanje gnaRPA1(eng

replication_gotein Al (181) i smanjuje promotorsku aktivnost (176).

DosadaSnja istrazivanja pokazala su da je g#e@etvarijanta rs1799983
asocirana sa rizikom za progresiju KP, kao i saaymn metastaza (182). Studija
sprovedena u Brazilu pokazala je da su geketvarijante rs2070744NOS3-690C>T
(rs3918226) promotorskog regiona gdd@S3u asocijaciji sa rizikom za progresiju
KP, ali ne i sa rizikom za razvoj (178). Asocijacis2070744 sa rizikom za razvoj KP
pokazana je u studiji d@noj u populaciji Irana (183).

Pored KP, pokazana je asocijacija gefkti varijanti regiona 7936 sa
patogenezom mozdanog udara (184), hipertenzijom5)(1&lijabetesom (186),
nefropatijom (187), koronarnim spazmom (176), ehetin disfunkcijom (188),

infertilitetom musSkaraca (189) i karcinomom doji&Q).

Zakljucno sa 30. septembrom 2013. godine publikovano j[&W@AS koje su za
temu imale asocijaciju SNP sa rizikom za razvdj progresiju KP. Rezultati ovih
studija pokazali su da se analizirane geketivarijante razlikuju u doprinosu rizika za
razvoj ili progresiju KP, a njihova asocijacija &®le¥u moZe da varira iznde
populacija. Rezultati replikativnih studija sajeva i kontrola potvrdili su da
pojedin&ne genetike varijante mogu imati razit stepen asocijacijacije sa rizikom za
razvoj if/ili progresiju KP u raztitim populacijama. Pored toga, studije su pokarale
odrelena genetka varijanta u jednoj populaciji pos&va a drugoj smanjuje rizik za
razvoj i/ili progresiju KP (191). Zbog toga je teroee doktorske disertacije utiivanje
mogute asocijacije alela i genotipova 13 geélah varijanti u regionima 7936, 8924 i
17912 sa rizikom za razvoj i progresiju KP u grbpiesnika sa teritorije Republike
Srbije.
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1.7. Ciljevi rada

. Utvrditi moguwu asocijaciju alela i genotipova 13 getkith varijanti u
regionima 7936, 8924 i 17ql2 sa rizikom za razvé} Kod musSkaraca iz
populacije Srbije.

. Utvrditi mogutu asocijacija testalosti alela i genotipova 13 gegikiin varijanti
u regionima 7936, 8924 i 17912 sa vrednostima stamih dijagnostkih i
prognosttkih parametara KP u grupi bolesnika iz populacijeijg.

. Utvrditi moguwu asocijaciju alela i genotipova 13 getkith varijanti u

regionima 7936, 8924 i 17912 sa rizikom za proguesP u grupi bolesnika iz
populacije Srbije.
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2.  Materijal i metode

2.1. Materijal

Analiza poveanosti genetikih varijanti u regionim 7936, 8924, i 17ql2as
rizikom za pojavu i progresiju KP adem je ma uzorcinma periferne krvi bolesnikkoji su
u periodu od febrara 2009. doaprila 2012. godine keni m Klinici za urologiju
Klini cko-bolnickog centa ,Dr Dragisa MiSovi¢c — Dedinje” i Odeljenju z urologiju
HirurSke klinike Klinikko-bolnickog centa ,Zvezdara®. Istrazivanje je oflavljeno uz
saglasnost Eitkih komitet Klinic¢ko-bolnickog centa ,Dr Dragisa MiSovi¢ — Dedinje”

i Klini ¢ko-bolnickog centa ,,Zvezdara“ u Beogadu.

Dijagnostika KP i BPH sprovedenje prenma standardnom klinickom protokolu
koji ukljucuje klinicki pregled, odréivanje serumske vrednosti PSA i biopsiju patest
Klinicki pregled obuhvatao je ultrazvuk karlice, abdomddRE i TRUS. Serumske
vrednosti PSA utdivane su monoklonskim imunoesejorybritech metodom
(Beckman Hybritech assay; Beckman Coulter, IRaillerton, CA, SAD). Kod svih
bolesnika sa KP dinjena je ultrazvukom nadena biopsija prostate.at®histoloSkim
izveSthjem bili su objedinjeni ahdardni parametri prem protokolu z prijavljivanje
KP. Klini¢ki stadijum KP utvdivan je po TNM sistemua iz parafinskih kalupa
obradenog tkia prostte, kori€enjem standardnog bojenja heoksilin-eozinom

(H&E) odredivan je histoloski tip, Glison gdus sistem i gtohistoloski sidijum KP.

Analizirano je 150 uzaika periferne krvi bolesnik sa KP i 150 uzoaka
periferne krvi bolesnika sa BPH. Kontrolnu grugnilo je 100 uzodka brisa bukalne
sluznice muskraca kod kojih nisu diggnostikowne bolesti proate. Bolesnicim sa KP
i BPH uzorkowno je po 5 ml periferne krviasnatrijum-citratom kao antikoagulansom,

u finalnoj koncentaciji od 0,38%,a uzorci sutuvani na —20° C.
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2.2. Metode

2.2.1. Selekcija bolesnika sa KP na osnovu vrednosti staadinih
prognosti¢ckih parametara KP

Bolesnici sa KP prvo su selektovani prema standarddijagnostékim i

prognosttkim parametrima KP prema preporukama EAU (66).

Formirane su tri grupe bolesnika sa KP na osnoednasti serumskog PSA:
prvu grupucinili su bolesnici sa serumskim vrednostima PSA jnarod 10 ng/ml,
drugu grupwinili su bolesnici sa serumskim vrednostima PSAangcama od 10 do 20
ng/ml i tre&éu grupu bolesnici sa serumskim vrednostima PSéinveod 20 ng/ml.
Takade, bolesnici sa KP podeljeni su u tri grupe na ganerednosti GGS: prvu sa
GGS <7, drugu sa GGS =7 idétesa GGS >7. Na osnovu kkkiog stadijuma KP,
bolesnici su, takde, svrstavani u tri grupe: grupu sa stadijumom @fypu sa
stadijumom T2 i grupu sa stadijumima T3 i T4. Na®asl prisustva, odnosno odsustva

metastaza KP, bolesnici su svrstavani u dve grée (

Bolesnici sa KP podeljeni su i grupe prema rizikypmogresiju bolesti. Podela je
pratila preporuke D Amico iasadnika (192), ko i preporuke Medeiros-i saradnika
(182).

Prema D Amico i saradnicima bolesnici 8 KP podeljeni su u tri grupe: grap
bolesnila sa niskim (PSA<10 ng/ml, klingki stadijum < T2a, i GGS<6), srednjim
(PSA od 10 do 20 ng/ml ili Kligki stadijum T2b-c, ili GGS 7) i visokim rizikom &
progresiju bolesti (PSA20 ng/ml, ili klini¢ki stadijum > T3, ili GGS>8) (192). Prera
kriterijjumima Medeirosa i saradnika bolesnici 8 KP podeljeni su u dve grupe:s
niskim (GGS<6, Klinicki stadijum T1 i T2 i odsustvo mes$taza na kostim) i visokim
(GGS=>7, ili Klini¢ki stadijum T3 i T4, ili prisustvo mestaza na kostima) rizikom za
progresiju KP (182).
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2.2.2. lzolacija genomske DNK iz krvi i brisa bukalne slunice

Izolacija genomske DNK iz uzaka pune periferne krvi i bultnih brisewa
vrSenn je poma@u QlAamp DNA Blood Mini Kit(Qiagen Hilden, Nem&ka), prem

uputstvu proizv@aca.

Procedus izolovanja DNK iz periferne krvi:

1. U mikrotube od 1,5 ml dadano je: 200 pul pune periferne krvi, 200 ul AL
pufem i 20 ul proteinaze K;

2. Smea je vorteksouna 15 sekundi i inkubéma 10 minuk na 56° C;

3. Dodavano je 200 pl 96% ehola, vorteksowno 15 sekundi i centrifugino m
8000 rpm (engrotation ger mnute rpm) 1 minut Labofuge 400Rrotor 3324,
Heraus instrumenfdHanau, Nemka);

4. U kolonice je dodvano po 620 pl inkubirane smeSe. Kolonice su cergifine
na 8000 rpm 1 minut;

5. Kolonice su smeshe u novu kolektorsku tubu, dodino je 500 pl AW1 pufer
i centrifugirane su a 8000 rpm 1 minut;

6. Kolonice su smesdhe u novu kolektorsku tubu, dodino je 500 pl AW2 pufer
i centrifugirane su na 13000 rpm 3 miagt

7. Kolonice su smeshe u nove mikrotube od 1,5 ml i DNK sa membraneize
eluirana je sa 200l dejonizovane vodeNuclease-Free WateQiagen Hilden,
Nemaka);

8. Smea je inkubimna 5 minut na sobnoj tempeituri i potom centrifugina na
13000 rpm 1 minut;

9. lzolovana DNK ¢uvana je m + 4° C.

Procedut izolovanja DNK iz brisew bukalne sluznice:

1. Vrhovi drvenih Sipi¢a sa vatom ra kojoj su se alazili uzorci bulkalne sluznice
isean su i stvljani u mikrotube zZpremine 1,5 mi;

2. U mikrotube s brisevima dodavano je 300 pl putefE (10 mM TRIS, 1 mM
EDTA, pH 8.0), 300 pl AL puferi 20 pl proteiaze K;

3. Smea je vorteksouna 15 sekundi i inkubéma 30 minuk na 56° C;
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4. Dodavano je 200 pl 96% enola, vorteksowno 15 sekundi i centrifugino m
8000 rpm (engrotation ger minute rpm) 1 minut;

5. U kolonice je dodvano po 620 pl uspostliene smeSe. Kolonice su
centrifugimne ra 8000 rpm 1 minut;

6. Kolonice su smesdhe u novu kolektorsku tubu, dodino je 500 pl AW1 pufer
i centrifugirane su a 8000 rpm 1 minut;

7. Kolonice su smeshe u novu kolektorsku tubu, dodno je 500 ul AW2 pufer
i centrifugirane su a 13000 rpm 3 minut

8. Kolonice su smesdhe u nove mikrotube od 1,5 ml i DNK sa membraneiize
je eluirana sa 100l dejonizovane vodeNuclease-Free WateQiagen Hilden,
Nemaka);

9. Smea je inkubimana 5 minut na sobnoj tempeituri i potom centrifugina na
13000 rpm 1 minut;

10.1zolovana DNK ¢uvana je ma + 4° C.

Kolicina i kvalitet izolovane DNK provesvani su elektroforezom u 0,8%
agaroznom gelu. Vizuelizcija uzomka vrSera je dodivanjem etidijum-bromid (EtBr) u
gel. Kwalitet izolovane DNK odréivan je posmtranjem DNK m agaroznom gelu na
transiluminatorom. Prisustvo jedne diskretnekér ukazivalo je ra to ca je izolowana
DNK nativna, dok je prisustvoazmaza ukazivalo d je izolovana DNK bila delimicno
ili potpuno degadovana (193). Kwntifikacija izolovane genomske DNK vrSena je
poreienjem intenzitet fluorescencijenaliziranin DNK i standarda DNK.

Kvantifik acija izolovane genomske DNK vrSerje prema sledéem protokolu:

1. 0,8% mstvoragaroze Serva Heidelberg, Nemtka) zagrejavan je do kljwEanja u
0,5 x TBE puferu (45 mM Tris — borat, 1 mM EDTA, (@}

2. Dodavan je EtBr u firalnoj koncentsciji 0,5 ug/ ml, a gel je hhden do 40° C;

3. Ohladen mstvor nalivan je u ladicu =z elektroforezu i oawljan je
polimerizuje 30 do 45 minaitna sobnoj tempeturi;

4. Uzorci DNK (5 pyl) me&ni su & puferom z nalivanje uzoeka (0,25%

bromfenol pavo (w/v) 30% glicerol) u odnosu 5:1 alivani na gel;

29



5. Za kvantifikaciju izolovane genomske DNK kor&n je marker K562 Promega
Madison, WI, SAD),a pri nanoSenju a gel tretian je jedrako kao i DNK
uzorci,

6. Elektroforeza je vrSena u 0,5xTBE puferu, pri kanstom naponu od 100 V u
sistemu 2 elektroforezu Mini-sub Cell GTili Wide Mini-sub Cell GT, BioRad
Hercules, CA, SAD);

7. Po avrSetku elektroforeze, gel je preuzimiz sistem i izlagan UV svetlu { =
254 nm) r transilumimntoru (Mini-transilumminator, BioRadHercules, CA,
SAD).

2.2.3. Genotipizacija genetékih varijanti u regionima 7936, 8924 i 17gq12

Analiza genetikih varijanti u regionima 8924 i 17q12, kao i variters1799983
u regionu 7qg36vrSena je primenom metodenalize polimorfizama u duzini
restrikcionih fagmerata (eng. Restriction Fagment _length _Blymorphism RFLP).
Fragmenti DNK u okviru kojih su se nalazile isp#ne genetke varijante umnozavani
su lartanom reakcijom polimeraze (engplymerase kain reaction PCR), a zatim je
vrSena restrikciona digestija PCR produkd&eodukti restrikcione digestij@zdvajani
su elektroforezom u 3% agaroznom gelu, a sam gem@todréivan interpretacijom
rezultata. U cilju provere rezultata restrikciongedtije, sldajno odabrani uzorci

analizirani su metodom automatskog sekvenciranja.

Analiza genetikih varijanti u promotoru gendNOS3koji se nalazi u regionu
7936vrsena je primenom metode automatskog sekvencirepivani fragmenti DNK
najpre su umnozeni PCR reakcijom, zatim¢é@@ni i pripremljeni za automatsko
sekvenciranje.Analiza aitanih sekvenci vrSena je upotrebom softveB@aEdit
Sequence Alignment Edit@bis BiosciencesAbbott Park, IL, SAD).
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2.2.3.1.Umnozavanje analiziranih fragmenata DNK larfanom reakcijom

polimeraze

PCR je selektivnain vitro amplifikacija odrdenog fragmenta DNK. Sinteza
DNK katalizovana je termostabilnom DNK polimerazarselektivnost reakcije ogleda
se u upotrebi prajmera, oligonukleotida duzine @4ndikleotida, koji hibridizuju sa
komplementarnim sekvencama u molekulu DNK. PCR aigakodvija se u

mikrotubama koje se podvrgavaju preciznim, ¢ikim promenama temperaturkod).

Za izvadenje PCR reakcija koigéni su prajmeri identni onima korigenim i u
drugim studijama koje su za cilj imale analizu hisgenetikih varijanti (tabela 2).
Komponente PCR smeSa kao i njihovecgioe i krajnje koncentracije nalaze se u

Dodatku 1,dok se temperaturni profili PCR reakcija nalazaheli 3.

Tabela 2. RPjmeri kori&eni u PCR reakcijama za amplifikaciju fragmenatdekuala
DNK koji sadrze analizirane genégke varijante

Genetiéka

. Region Prajmeri Proizvoda¢ Ref.
varijanta
SNVu Fw  5-ATG CTG CCA CCA GGG CAT CA-3 .
promotoru 70936 Metabion Int AG 176
NOS3 Rv 5-GTC CTT GAC TCT GAC ATT AGG G-3'

Fw 5°-CAT GAG GCT CAG CCC CAG AAC-3° .
rs1799983 7936 RV 5-AGT CAA TCC CTT TGG TGC TCA C-3° Metabion Int AG 195

rs1447295 8q24 ';V\\/' gﬁlﬁfsgfsgfggéégiigg Eurofins MWG Operon 139
rs4242382 8q24 ';V\\/I 55%1%0\5 éf:g‘ :\Eﬁ??_g?é‘ég?gg Eurofins MWG Operon 139
rs7017300 8q24 ';V\\/I 5%32%%22%3%%%222 Eurofins MWG Operon 139
rs7837688 8q24 ';V\\/I :jgiég?g?g::gf:fg:ggii Eurofins MWG Operon 139
rs6983267 8q24 ';V\\/I Zigi_ﬁ;ggiggs_:f? CS : gé?é:;i Eurofins MWG Operon 139

Fw 5'-GGGAAAACTCGTTTCAGGTGAA-3'

7501939 17q12 Rv 5-GACATATTTAAAGGCGCCATTTAG-3'

Eurofins MWG Operon 139

Fw 5-GCACTATTGGAGTTTCACCTGCTT-3'

3760511 17q12 Rv 5'-AGCAAAGAAGCCCCTTCCCCTGTT-3'

Eurofins MWG Operon 139
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Specifecnost PCR amplifikacije proveravana je elektroforaan 2% agaroznom

gelu. Prisustvo jedne diskretne trakeéekivane duZzine ukazivao je na spewifi

amplifikaciju zeljenog fragmenta molekula DNK (193)

Tabela 3. Tempeturni profili PCR rekcija i duzine sintetisnih DNK fragmerata

Temperaturni profil PCR reakcije

Geneticka Duzina
varijanta fragmenta
1x 30x 1x
SNV u 95°C/60s o .
promotoru 97°C/3 min 51°C/60s ;g‘,ggg m:z 236 bp
NOS3 72°C/60s
95°C/60s o .
rs1799983 97°C/3min  54C/60s ;éggg M0 206 bp
72°C/60s
rs1447295 95 bp
' 95°C/60s .
rs7017300, . o 72°C/10 min 81 bp
157837688 i 97°C/3 min %gggz 20°C/20 min 77 bp
rs7501939 113 bp
. 95°C/60s .
rs4242382 i . 72°C/10 min 92 bp
97°C/3 min 55°C/60s .
rs6983267 72°C/60s 20°C/20 min 98 bp
95°C/60s . .
rs3760511 orCAmn  56°CE0s 15 CR0MN 155 pp
72°C/60s

Vizuelizacija PCR produkata vrSena je po steae protokolu:

1.

2% rastvor agaroze zagrevan je doddpja u 0,5 x TBE puferu (45 mM Tris —
borat, 1 mM EDTA, pH 8);
Dodavan je EtBr u finalnoj koncentraciji Qug/ml;
Ohlaten rastvor nalivan je u kadicu oblepljenu lepljivinakom i ostavljan je da
polimerizuje 30 — 45 minuta na sobnoj temperaturi;
PCR uzorci (5u) meSani su sa puferom za nalivanje uzoraka (0,BE%mfenol
plavo (w/v), 30% glicerol) u odnosu 5:1 i nalivara gel;
Za proveru o¢ekivane vekine PCR produkata kodéni su markeripUC19
DNA/Mspl Markerili 50 bp DNA laddefFermentas Vilnius, Litvanija) (1pl),
a pri nanoSenju na gel tretirani su jednako kazorci DNK.
Elektroforeza je vrSena u 0,5xTBE puferu, pri kanstom naponu od 100 V u
sistemu 2 elektroforezu Mini-sub Cell GTili Wide Mini-sub Cell GT, BioRad
Hercules, CA, SAD);
Po zavrSetku elektroforeze, gel je izlagan UV svefl = 254 nm) na
transiluminatoru Mini-transilumminator, BioRad;ercules, CA, SAD).
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2.2.3.2. Analiza genetikih varijanti metodom RFLP

Enzimi restrikcione endonukleaze tipa Il katalizdjidrolizu fosfodiestarskih
veza unutar molekula DNK. Za svaki od njih karaist&mo je da specifno prepoznaje
odreieni niz nukleotida, dugak od 4 do 8 bp, i na tom mestu presecaju molelNKD
(196). Ukoliko restirkciono mesto obuhvata SNV ateresa samo jedna varijant&ebi
prepoznata od strane restikcionog enzima. Tak@sgute u sekvenci DNK prevode u
RFLP koji se mogu razlikovati na agaroznom gelu/j19

Osnovne karakteristike enzima kaée&ih u analizi SNV nalaze se u tabeli 4, dok se

sastav smesSa za restrikcionu digestiju nalaze wakad.

Tabela 4. Krakteristike restrikcionih enzimkori&enih z digestiju PCR produkata

Enzim (\3/:2]‘2[';':‘ Sek‘;erzg?)zkr?gj‘e:”ﬂm T(‘fg)p Duzina RFLP Proizvodag
Mbol rs%é??f% palved 37 11987 bp Fermentas
HpyCH4IV rs%éfz)z% sacers 37 62133 bp New England
o IR SEMGSCS sy MeyEme
o OO OCOKCS sy eyt
Tatl rszgﬁ)éi 88 2;2;’?‘.8?2 65 4928 bp Fermentas
repas SRS SGIOACT g gy, NewEngand
Taal rs7(g$)%)9 39 g?gﬁgx‘; 37 6053 bp Fermentas
HpyCH4V rs:z,;/eg)sn g:: Z(é?r % 37 76149 bp Neg’ioElgg'Sand

®alelske varijante koje kreiraju mesto restrikcijikpzane su podebljanim slovima

Enzimska digestija PCR produkata proveravana jdreli®rezom u 3 % agaroznom

gelu (po proceduri opisanoj u poglavlju 2.2.3.1.).
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2.2.3.3. Analiza genetikih varijanti metodom automatskog sekvenciranja

PCR produkti koji su dalje kogni u pripremi za automatsko sekvenciranje
kapilarnom elektroforezom, pfi&ceni su korigenjem kita za p@ScavanjeQia Quick
PCR Purification Kit(Qiagen, GMbHHilden, Nema&ka).

Protokol za pr&s¢avanje PCR produkata:

1. U kolonicu za pré&iscavanje dodavano je 501 PCR produkata i 5x va
zapremina PBI pufera;

2. Ako je boja dobijenog rastvora bila narandzastdubicasta (Sto je pokazatelj

pH > 7.5), dodavano je 10l 3M Na-acetata; zbog snizavanja pH (efikasnost

pretiS¢avanja najvéa je kada je pH: 7.5);

Sadrzaj je centrifugiran 1 minut na 13 000 rpm 282:C);

Posle praznjenja kolektora, u kolonicu je dodavé@opl PE pufera;

Sadrzaj je centrifugiran 1 minut na 13 000 rpm,;

o g b~ W

DNK sa membrane kolonice je eluirana sagb@ejonizovane vodeNuclease-

Free WaterQiagen Hilden, Nemaka);

7. Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi u trajangl ® minuta, sadrzaj je
centrifugiran 1 minut na 13 000 rpm;

8. Kolonice su odbacivane, a mikrotube inkubirane Buta na 72 °C;

9. Pr&is¢eni PCR produkttuvani su na 4 °C.

Pretis¢eni PCR produkti analizirani su u 2% agaroznom @etuproceduri opisanoj

u poglavliju 2.2.3.1.).

Metoda sekvenciranja u ponovljenim ciklusima zasrge na sposobnosti DNK
polimeraze da ugradi 2’,3- didezoksiribonukleoridisfate (ddNTP) u rasti
novosintetisani lanac DNK vezivanjem za 3’-OH grypmslednjeg nukleotida u lancu.
Nakon ugradnje ddNTP-ova, elongacija réstylanca DNK prekida se usled odsustva
OH grupe na 3’ kraju koja bi omogla vezivanje sledeeg nukleotida. Svaki ddNTP

obelezen je na C3’ atomu raziom fluorescentnom bojom, tako da se tokom reakcij
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sekvenciranja sintetiSéetiri grupe fragmenata ragiie duzine koje se usled prisustva
ddNTP-a na 3’ kraju odlikuju razitim talasnim duzinama emisije fluorescentne
svetlosti (199).

Priprema pré&séenih produkata za automatsko sekvenciranje vrSema |
koris¢enjem kita Big Dye Terminator V1.1 Cycle Sequendiig(Applied Biosystems
Foster City, CA, SAD) i odgovarajeg prajmera. Kort&eni reagensi dati su u tabeli 5, a
reakcija sekvenciranja vriena je u masini V&rthermal Cycler Applied Biosystems
Foster City, CA, SAD). Temperaturni profil reakcpekazan je u tabeli 6.

Tabela 5. Komponente za pripremudiééenih PCR produkata za automatsko
sekvenciranje

Komponente Zapremina ()
BDT 2
PCR produkt 1
Odgovarajuéi prajmer 0,8
Dejonizovana voda 1,2
Ukupno 5

Tabela 6. Temperaturni profil reakcije sekvenciaan;

1x 30x 1x
96°C/10s
96°C/1 min 50°C/5s 4°Cloo
60°C/4min

Pretis¢avanje produkata reakcije sekvenciranja spdewo je u cilju uklanjanja
slobodnih fluorescentno obelezenih ddNTP-ova. Ken& je metoda precipitacije
DNK fragmenata pomiu etanola i EDTA. Pr@Sceni produkti reakcije sekvenciranja
rastvarani su u Hi-DM formamidu, koji snizava t&u topljenja DNK molekula i na taj
natin olakSava njihovu denaturaciju (200).

Protokol za precipitaciju fragmenata DNK:
1. U smeSu nakon reakcije sekvenciranja dodavanglj@ZsmM EDTA,

2. Dodavano je 6Qul 95% etanola;
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3. Smesa je inkubirana na sobnoj temperaturi 15 mjinuta

4. Uzorci su centrifugirani na 6000 rpm 30 minuta emperaturi od 4°C, a
supernatant je odlivan;

5. Dodavano je 6Qul 70% etanola;

6. Uzorci su centrifugirani na 5 000 rpm 15 minuta teaperaturi od 4°C, a
supernatant je odlivan;

7. Talog je suSen 2 minuta na temperaturi od 90°C;

8. Talogu je dodavano 16 Hi-Di ™ formamida(Applied Biosystems-oster City,

CA, SAD), nakortega je kratko vorteksovan.

Sekvencirani fragmenati DNK razdvajani su kapilanngel elektroforezom u
automatskom sekvenatoru. Upotreba ovog sistema aiit@ge razdvajanje produkata
reakcije sekvenciranja sa ugemim fluorescentno obelezenim ddNTP-om kapilarnom
elektroforezom, kao i diskriminaciju ddNTP-ova u vok DNK fragmenata
pobuiivanjem fluorescencije boja pordw lasera i detekcije talasne duzine emitovane
svetlosti. Detektovani signali predeni su poméu hemometrijskog algoritma u

elektroforegrame i skladiSteni u memorijéuaara u digitalnoj formi.

Uzorci za kapilarnu elektroforezu pripremani sunpaesledéem protokolu:

1. U bunarée na pl@i sa 96 bunaéa (MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate
Applied BiosystemsFoster City, CA, SAD) nalivano je po 1l pretis¢enih
produkata reakcije sekvenciranja rastvorenih u &omdu;

2. Uzorci su denaturisani inkubiranjem pdona temperaturi od 95 °C 5 minuta;

3. Ploca je hla@ena stavljanjem na led nekoliko minuta;

4. Ploca je stavljana u automatski sekvenator i kreiramiggument koji odgovara
plo¢i pomatu softveraGeneMappe(Applied Biosystems$-oster City, CA, SAD);

5. Kapilarna elektroforeza izvéena je u automatskom sekvenatoru ABI PRFS310
Genetic AnalyzefApplied Biosystems-oster City, CA, SAD) u kapilari duzine 36
cm koja je ispunjena polimerom POP4 (eRgrformance @timized Blymer™-4
Applied Biosystemg-oster City, CA, SAD). Uslovi za kapilarnu elekorezu bili

su: injektiranja uzorka u trajanju od 10s pri napad 1,2 kV i elektroforetsko
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razdvajanje DNK fragmenata pri haponu od 15 kVmperaturi od 55°C tokom
1700 sekund..

Digitalni zapisi automatskogcgavanja sekvenci tokom kapilarne elektroforeze
obrativani su korigenjem softveraSequencing Analysis v5.@pplied Biosystems
Foster City, CA, SAD) BioEdit Sequence Alignment Editfbis BiosciencesAbbott
Park, IL, SAD). Dobijene sekvence DNK updreane su sa referentnim sekvencama
upotrebom programa iz familije programa BLAST (eBgsic Local Aignment_®arch

Tool, BLAST) koji se koristi za porenja nukleotidnih sekvenci.

2.2.4. Statistéka obrada rezultata

Provera kvaliteta rezultata genotipizacije, kaoravine selekcije i genetke
strukture kontrolne grupe podrazumevala je analisustva Hardi—Vainbergove
ravnoteze u razlitim grupama ispitanika. Analiza prisustva HardigMzergove
ravnoteze sprovedena je zasebno za grupu uzoragklgm od bolesnika sa KP, grupu
uzoraka poreklom od bolesnika sa BHP i grupu uzogadreklom od osoba kod kojih
nisu dijagnostikovana oboljenja prostate (kontrajmapa) (201). Za navedene analize
koris¢en je egzaktni test u okviru softverskog paketa Sfdf3 Catalan Institute of
Oncology,Barcelona, Spain) (202,203).

Nakon provere potencijalnog odstupanja od HardrWajgove ravnoteze,
testirana je geneéka asocijacija varijanti u regionima 7936, 89247912 sa KP. Ova
procedura podrazumevala je testiranje asocijacgeegovanja odtenog alela ili
genotipa ispitivane genékie varijante i pripadnosti populaciji bolesnika &&,
populaciji bolesnika sa BPH ili populaciji osobadkd&ojih nisu dijagnostikovana
oboljenja prostate. Sprovedena su tri nezavisndirdaegm od kojih je svako
podrazumevalo podenje rezultata genotipizacije ger&th varijanti u regionima
7036, 80924 i 17912 uzoraka dveju rairih grupa. Statistiki test primenjivan u tu
svrhu je logisitka regresija, a kao mera asocijacije ddreog alela ili genotipa sa
rizikom za razvoj KP kori&en je OR (engOdds Ratio, OR). Ova vellina pokazuje

koliko je veta verovatnéa pojave KP kod osoba koji poseduju aidm@ alel ili genotip
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u odnosu na osobe koje ovaj alel ne poseduju diunmeki drugi genotip iste genste
varijante (204). U analizi asocijacije alela i ggépova genetikih varijanti u regionima
7036, 8924 i 17g12 sa standardnim progiksti parametrima i rizikom za progresiju
KP kori¥en je FiSerov egzaktni test. U &gyevima kada je u navedenim analizama
dobijena statistka zn&ajnost, logisitkom regresijom vrSena su tri nezavisna gerga
koja su uklj@ivala po dve grupe bolesnika formiranih na osnokedwosti ispitivanog
parametra. Za statigku obradu rezultata genotipizacije kégsi su programi SNPStats
(Catalan Institute of OncologyBarcelona, Spain) (202,203) i SPSS 18P %S Inc.,
Chicago, IL, USA).

Prilikom procene asocijacije analiziranih getlgh varijanti sa rizikom za
razvoj KP testirani su razlti genettki modeli: dominantni, recesivni, overdominantni,
kodominantni ili log-aditivni model. U stiaju analiza asocijacije navedenih varijanti sa
standardnim prognogkim parametrima i rizikom za progresiju KP, testirasu
kodominantni, dominantni i recesivni ger&ti model. Procena najadekvatnijeg
genettkog modela za ustanovljene asocijacije vrSena @ asnovu Akaike

informacionog kriterijuma (eng.Akaike_nformation_citerion, AIC) (203).
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3. Rezultati

3.1. Rezultati selekcije bolesnika sa KP na osnovu vreasti standardnih

prognosti¢ckih parametara KP

Studija je uklj@ivala grupu od 150 bolesrikkojima je, prema standardnom
klinickom protokolu, dijagnostikovan KP i 150 bolesnika ldinickom dijagnozom
BPH. Proséna starosna dob u grupi bolesnika sa KP bila jgd&fina i 10 meseci, a u
grupi bolesnika sa BPH 68 godina i 8 meseci. Naowsnvrednosti standardnih
prognosttkih parametara bolesnici sa KP, prema preporuka/iad, Evrstavani su u tri
grupe prema serumskim vrednostima PSA, GGS idkdom T stadijumu (tabela 7).
Podela bolesnika sa KP prema riziku za progresigdedti izvrSena je prema
kriterijjumima D’Amico i saradnika (192), kao i Mddesa i saradnika (182) (tabela 8).

U analiziranoj grupi bolesnika sa KP, kod njih 86.67%) detektovane su metastaze.

Tabela 7. Selekcija bolesnika KP prema standargmognostékim parametrima KP

Parametar Bolesnici sa KP
Serumski PSA <10 ng/ml 49
10 — 20 ng/mi 39
> 20 ng/ml 62
T stadijum T1 28
T2 72
T3iT4 50
GGS GGS <7 71
GGS =7 56
GGS >7 22

Tabela 8. Selekcija bolesnika sa KP prema rizikprogresiju bolesti

Rizik za progresiju Bolesnici sa KP

Rizik za progresiju Visok 14

(D"Amico et al) Srednji 55
Nizak 81

Rizik za progresiju Visok 95

(Medeiros et a) Nizak 55

Metastaze Odsutne 95
Prisutne 55
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3.2.  Provera koli¢ine i kvaliteta izolovane genomske DNK elektrofoream u

agaroznom gelu

Kolic¢ina i kvalitet izolovane genomske DNK proveravaniedektroforezom na
0.8% agaroznom gelu. Prisustvo diskretnih trakegels ukazivalo je na nativnu, a
difuzni razmaz na parcijalno degradovanu genomskKDPoreienjem intenziteta
fluorescencije traka koje odgovaraju uzorcima ilitgzm kolicinama standarda za
kolicinu DNK ustanovljeno je da je koncentracija izologaDNK bila véa od 1 ngil
(slike 7i 8).

Slika 7. Provera kaline i kvaliteta genomske DNK, izolovane iz puneifeene krvi bolesnika,
elektroforezom u 0,8% agaroznom gelu bojenom E®BEuf/ml). (K562 — DNK standard
koli¢ine 5 ng, brojevima 96 do 103 obeleZeni su uzaaoivane genomske DNK bolesnika sa
KP i BPH).

Slika 8. Provera kaline i kvaliteta genomske DNK izolovane iz brisevak&ine sluznice,
elektroforezom u 0,8% agaroznom gelu bojenom E®BEuf/ml). (K562 — DNK standard
kolicine 5 ng, brojevima 12 do 18 obeleZeni su uzoaibizane genomske DNK kontrola).

3.3.  Provera specifiénosti PCR amplifikacije fragmenata molekula DNK koji
okruzuju analizirane genetike varijante elektroforezom u agaroznom

gelu

Specifinost PCR amplifikacije fragmenata molekula DNK kajkruZuju
ispitivane genetke varijante: rs1447295 (slika 9), rs4242382 (sliy, rs6983267
(slika 11), rs7017300 (slika 12), rs7837688 (sli&, rs7501939 (slika 14), rs3760511
(slika 15), rs1799983 (slika 16) i gersih varijanti u promotorskom regionu gena
NOS3 (rs2070744 NOS3-764A>G, NOS3-714G>T, rs3918226 NOS3-649G>A)
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(slika 17) proveravana je elektroforezom u 2% apgaoon gelu. Prisustvo jedne
diskretne trake @ekivane duzine ukazivalo je na spefsifi amplifikaciju Zeljenog

fragmenta molekula DNK.

puci? 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 neg

e

Slika 9. Provera uspesSnosti PCR amplifikacije fragta koji okruZuje geneétu varijantu
rs1447295 elektroforezom u 2% agaroznom gelu bojeBBr (0.ug/ml). (oznakom pUC19
ozna&en je standard za duzinu fragmenata DNKC19 DNA/Mspl Markerbrojevima 17 do 27
obelezeni su uzorci amplifikovanih fragmenata DN&ldsnika sa KP i BPH, neg — negativha
kontrola). Gekivana duzina umnoZenih fragmenata molekula DNi¢s#a je 95 bp.

12 15 14 neg

Slika 10. Provera uspeSnosti PCR amplifikacije fragta koji okruZuje genéku varijantu
rs4242382 elektroforezom elektroforezom u 2% agwwoe gelu bojenom EtBr (Oug/ml).
(50bp - standard za duzinu fragmenata DE&neRule50bp; brojevima 1 do 14 obeleZeni su
uzorci amplifikovanih fragmenata DNK bolesnika s& K BPH, neg — negativna kontrola).
Oc¢ekivana duzina umnozenih fragmenata molekula DNiks#a je 92 bp.

50bp mneg 218 219 320 53 87 3o

150 bp
%

Slika 11. Provera uspe3nosti PCR amplifikacije fragta koji okruZuje genéku varijantu
rs6983267 elektroforezom u 2% agaroznom gelu bapeB&tBr (0.;ug/ml). (oznakom 50 bp
oznaen je standard za duzinu fragmenata DSEneRuler50 bp; brojevima 218, 219 i 320
obelezeni su uzorci amplifikovanih fragmenata DNKesnika sa KP i BPH, brojevima 53, 87,
30 i 101- 104 obelezeni su uzorci amplifikovanibgimenata DNK kontrola, neg — negativna
kontrola). Gekivana duzZina umnoZenih fragmenata molekula DNi$s#a je 98 bp.

41



Slika 12. Provera uspeSnosti PCR amplifikacije fragta koji okruZuje genéku varijantu
rs7017300 elektroforezom u 2% agaroznom gelu boje&tBr (0.5ug/ml). (oznakom 50 bp
oznaen je standard za duzinu fragmenata DGi&eRule50 bp, brojevima 83 do 95 obelezZeni
su uzorci amplifikovanih fragmenata DNK bolesnilkalsP i BPH, neg — negativna kontrola).
Oc¢ekivana duzina umnozenih fragmenata molekula DNiks#a je 81 bp.

Slika 13. Provera uspe3nosti PCR amplifikacije fragta koji okruZuje genéku varijantu
rs7837688 elektroforezom u 2% agaroznom gelu baje&tBr (0.5ug/ml). (oznakom 50 bp
oznaen je standard za duzinu fragmenata DGi&eRule50 bp, brojevima 24 do 95 obelezZeni
su uzorci amplifikovanih fragmenata DNK bolesnikaksP i BPH, neg — negativna kontrola).
Oc¢ekivana duzina umnozenih fragmenata molekula DNiKs#a je 77 bp.

Slika 14. Provera uspe3nosti PCR amplifikacije fragta koji okruZuje genéku varijantu
rs7501939 elektroforezom u 2% agaroznom gelu baje&tBr (0.5ug/ml). (oznakom 50 bp
oznaen je standard za duzinu fragmenata DGi&eRule0 bp, brojevima 86 do 95 obelezZeni
su uzorci amplifikovanih fragmenata DNK bolesnikaksP i BPH, neg — negativna kontrola).
Oc¢ekivana duzina umnozenih fragmenata molekula DNiks#a je 113 bp.

neg 143 144 145 146 147 148 149

Slika 15. Provera uspeSnosti PCR amplifikacije fragta koji okruZuje genéku varijantu
rs3760511 elektroforezom u 2% agaroznom gelu baje&tBr (0.5ug/ml). (oznakom 50 bp
oznaen je standard za duZinu fragmenata DRéneRuler50 bp, brojevima 143 do 149
obelezeni su uzorci amplifikovanih fragmenata DN&ldsnika sa KP i BPH, neg — negativha
kontrola). Gekivana duZina umnoZenih fragmenata molekula DNi$s#a je 125 bp.
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Slika 16. Provera uspe3nosti PCR amplifikacije fragta koji okruZuje genéku varijantu
rs1799983 elektroforezom u 2% agaroznom gelu bapeB&tBr (0.2ug/ml). (oznakom 50 bp
oznaen je standard za duZinu fragmenata DK#éneRuler50 bp, brojevima 293 do 298
obeleZeni su uzorci amplifikovanih fragmenata DN#lelsnika sa KP i BPH, neg — negativna
kontrola). Gekivana duzina umnoZenih fragmenata molekula DNi¢$#a je 206 bp.

50bp kiO4 k105 k107 k108 k109 k110 neg

Slika 17. Provera uspe3nosti PCR amplifikacije rragta kojicini deo promotorskog region
genaNOS3elektroforezom u 2% agaroznom gelu bojenom EtBsu@ml). (oznakom 50 bp
oznaen je standard za duZinu fragmenata DK#éneRuler50 bp, brojevima 104 do 110
obelezeni su uzorci amplifikovanih fragmenata DNKnk&ola, neg — negativha kontrola).
Oc¢ekivana duzina umnozenih fragmenata molekula DNiKs#a je 236 bp.

3.4. Rezultati analiza genetékih varijanti metodom RFLP

Genotipizacija geneikih varijanti rs1447295 (slika 18), rs4242382 (alik9),
rs6983267 (slika 20), rs7017300 (slika 21), rs7&B7/@lika 22), rs7501939 (slika 23),
rs3760511 (slika 24) i rs1799983 (slika 25) vriSgnRFLP metodom. Rezultati metode

RFLP analizirani su u 3% agaroznom gelu.

50bp 120 121 129 310 311 312 313 314 315 316 317

Slika 18. Fragmenti dobijeni restrikcionom digastij segmenta DNK koji obuhvata gexikti
varijantu rs1447295 (oznakom 50 bp o je standard za duZinu fragmenata DNK
GeneRuler 50 bp, 120-317 — oznake uzoraka). RFL#®dom: homozigoti CC detektovani su
prisustvom dve trake velne 62 bp i 33 bp (uzorci 310, 313, 315 i 317);ehetigoti CA
detektovani su prisustvom tri trake wahe 95 bp, 62 bp i 33 bp (uzorci 311,312 i 314);
homozigoti AA detektovani su prisustvom trake &ieke 95 bp (uzorci 121 i 316).
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Slika 19. Fragmenti dobijeni restrikcionom digesti segmenta DNK koji obuhvata gewikti
varijantu rs4242382 (oznakom 50 bp o&mra je standard za duZinu fragmenata DNK
GeneRuler 50 bp; 81-96 — oznake uzoraka). RFLP doeto homozigot AA detektovan je
prisustvom trake valine 92 bp (uzorak 95); heterozigoti GA detektovanprisustvom tri trake
velicine 92 bp, 56 bp i 36 bp (uzorci 90 i 92); homotigdG detektovani su prisustvom dve
trake veltine 56 bp i 36 bp ( uzorci 81, 83, 86, 87, 89, 98).

317 318 319 320 321 322 325 326 329 330

Slika 20. Fragmenti molekuli DNK dobijeni restrikciom digestijom segmenta DNK koji
obuhvata genetku varijantu rs6983267 (oznakom 50 bp a@ma je standard za duZinu
fragmenata DNK GeneRuler 50 bp, 317-330 — oznakeaka). RFLP metodom: homozigoti
TT detektovani su prisustvom dve trake &ele 69 bp i 29 bp (uzorci 317 i 322); heterozigoti
TG detektovani su prisustvom tri trake @le 98 bp, 69 bp i 29 bp (uzorci 318, 319, 320,,321
326, 329); homozigoti GG detektovani su prisusticake veltine 98 bp (uzorci 325 i 330).

Slika 21. Fragmenti dobijeni restrikcionom digeastij segmenta DNK koji obuhvata gexikti
varijantu rs7017300 (oznakom 50 bp o&mra je standard za duZinu fragmenata DNK
GeneRuler 50 bp, 46-53 — oznake uzoraka). RFLP doeto homozigoti AA detektovani su
prisustvom trake veline 81 bp (uzorci 46, 47, 50, 51, 52); heterozigu@l detektovani su
prisustvom tri trake veline 81 bp, 54 bp i 27 bp (uzorci 48 i 49); homotiG& detektovan je
prisustvom dve trake veélne 54 bp i 27 bp (uzorak 53).
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50bp 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130

Slika 22. Fragmenti dobijeni restrikcionom digeastij segmenta DNK koji obuhvata gexikti
varijantu rs7837688 (oznakom 50 bp o je standard za duZinu fragmenata DNK
GeneRuler 50 bp, 118-130 — oznake uzoraka). RFLi®dom: homozigoti GG detektovani su
prisustvom trake vealine 77 bp (uzorci 118, 119, 120, 122, 123, 124, 12%, 127 i 128);
heterozigoti GT detektovani su prisustvom tri trajedicine 77 bp, 49 bp i 28 bp (uzorci 129 i
130); homozigot TT detektovan je prisustvom dv&ereelcine 49 bp i 28 bp (uzorak 121).

50bp 128 130 134 242 243 2494 245 246 247 248

Slika 23. Fragmenti dobijeni restrikcionom digesti segmenta DNK koji obuhvata gewikti
varijantu rs7501939 (oznakom 50 bp omma je standard za duZinu fragmenata DNK
GeneRuler 50 bp, 128-248 — oznake uzoraka). RFL#®dom: homozigoti CC detektovani su
prisustvom trake valine 77 bp (uzorci 130, 242, 246 i 247); heteroZid@@ detektovani su
prisustvom tri trake valine 77 bp, 53 bp i 24 bp (uzorci 134, 243 i 248)mzigoti TT
detektovani su prisustvom dve trake &igle 53 bp i 24 bp (uzorci 244 i 245). Traka vigle 36

bp dobijena je restrikcionom digestijom svih angdigih uzoraka umnozZenih fragmenata DNK
usled prisustva drugog retrikcionog mesta koje kigiéuje genetiku varijantu rs7501939.

Slika 24. Fragmenti dobijeni restrikcionom digesti segmenta DNK koji obuhvata gewikti
varijantu rs3760511 (oznakom 50bp ofa je standard za duzinu fragmenata DNK GeneRuler
50 bp, 28-35 — oznake uzoraka). RFLP metodom: higotizGG detektovani su prisustvom
trake veltine 125 bp (uzorci 28 i 34); heterozigoti TG detekini su prisustvom tri trake
velicine 125 bp, 76 bp i 49 bp (uzorci 29-32 i 35); haigot TT detektovan je prisustvom dve
trake veltine 76 bp i 49 bp (uzorak 33).
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Slika 25. Fragmenti dobijeni restrikcionom digestij segmenta DNK koji obuhvata geikti
varijantu rs1799983 (oznakom 50 bp o je standard za duZinu fragmenata DNK
GeneRuler 50 bp, 170-411 — oznake uzoraka). RFLi®dom: homozigoti GG detektovani su
prisustvom trake valine 206 bp (uzorci 411, 434, 435 i 436); heterozi@¥ detektovani su
prisustvom tri trake veline 206 bp, 119 bp i 87 bp (uzorci 249, 433 i 43®mozigot TT
detektovan je prisustvom dve trake vigle 119 bp i 87 bp (uzorak 170).

3.5. Rezultati analiza genettkih varijanti metodom automatskog

sekvenciranja

Genotipizacija genaikih varijanti u okviru promotorskog regiona geN&®S3

vrSena je automatskim sekvenciranjem (slike 26-30).
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Slika 26. Elektroforegrami sekvence molekula DNKjakaokruzuje genetku varijantu
rs2070744: a) strelicom obeleZzen homozigot TT paivenu genetiku varijantu, b) strelicom
obelezen heterozigot TC za ispitivanu gefketivarijantu, c) strelicom obeleZzen homozigot CC
za ispitivanu genetku varijantu.
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Slika 27. Elektroforegrami sekvence molekula DNKjakaokruzuje geneﬂtku varijantu
rs3918226: a) strelicom obeleZzen homozigot CC gitivanu genetiku varijantu, b) strelicom
obelezen heterozigot CT za ispitivanu gefietivarijantu, c¢) strelicom obeleZzen homozigot TT
za ispitivanu genetku varijantu.

a) b)
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Genettke varijanteNOS3-649G>A (slika 28),NOS3-714G>T (slika 29) i
NOS3-764A>G (slika 30) bile su monomorfne kod svih @iednih uzoraka bolesnika
i kontrola.

170 180
T CATG GGG GTGTG GGG

YepsE e

Slika 28. Elektroforegram sekvence molekula DNKi laruZzuje genetiku varijantuNOS3-
649G>A (strelicom obeleZzen homozigot GG za ispitivgenetiku varijantu).

Slika 29. Elektroforegram sekvence molekula DNKi lakruZuje genetiku varijantuNOS3-
714G>T (strelicom obeleZzen homozigot GG za ispitivgenetiku varijantu).
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Slika 30. Elektroforegram sekvence molekula DNKi lakruZuje genetiku varijantuNOS3-
764A>G (strelicom obeleZzen homozigot AA za ispitivagenetiku varijantu).

f \

A
{

Istovremeno, automatskim sekvenciranjem vrSena jevepa rezultata
genotipizacije geneikih varijanti rs1447295 (slika 29), rs4242382 (alik30),
rs6983267 (slika 31), rs7017300 (slika 32), rs7&887/@lika 33), rs7501939 (slika 34),
rs3760511 (slika 35) i rs1799983 (slika 36) k&ijem metode RFLP. Za svaku,
metodom RFLP analiziranu gerwdil varijantu, nasunino je izabrano po 10 uzoraka
bolesnika i kontrola.
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Slika 31. Elektroforegram sekvence molekula DNK ikokruzuje genetiku varijantu
rs1447295 (strelicom obeleZen heterozigot CA ziivspu genetiku varijantu).
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Slika 32. Elektroforegram sekvence molekula DNK ikokruzuje genetiku varijantu
rs4242382 (strelicom obeleZen homozigot AA zaiggitu genetiku varijantu).

Slika 33. Elektroforegram sekvence molekula DNK ikokruZzuje genetku varijantu
rs6983267 (strelicom obeleZzen homozigot TT zaiispiu genetiku varijantu).

Slika 34. Elektroforegram sekvence molekula DNK ikokruZzuje genetku varijantu
rs7017300 (strelicom obeleZzen homozigot CC zaivgiti genetiku varijantu).
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Slika 35. Elektroforegram sekvence molekula DNK ikokruzuje genetiku varijantu
rs7837688 (strelicom obeleZen homozigot TT zaiispiu genetiku varijantu).
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Slika 36. Elektroforegram sekvence molekula DNK ikokruzuje genetiku varijantu
rs7501939 (strelicom obeleZen homozigot TT zaiispiu genetiku varijantu).
0
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Slika 37. Elektroforegram sekvence molekula DNK ikokruZzuje genetku varijantu
rs3760511 (strelicom obeleZzen homozigot TT zaiispiu genetiku varijantu).
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Slika 38. Elektroforegram sekvence molekula DNK ikokruZzuje genetku varijantu
rs1799983 (strelicom obeleZzen homozigot GG zaivgpiti genetiku varijantu).

3.6. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipova stivanih genetickih

varijanti sa rizikom za razvoj KP

Na osnovu rezultata GWAS, koje su se odnosile mapske populacije, izabrano je
13 genetikih varijanti u regionima 7936, 8924 i 17912 zaek@g izvrSena analiza
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asocijacije alela i genotipova sa rizikom za razKéj u grupi bolesnika sa teritorije
Republike Srbije.

3.6.1. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipova Etivanih genetickih

varijanti u regionu 8q24 sa rizikom za razvoj KP

3.6.1.1.Rezultati analiza asocijacije alela i genpbva genetfke varijante
rs1447295 sa rizikom za razvoj KP

Ispitivanje postojanja Hardi-Vajnbergove ravnoteadéeno je odvojeno za sve
tri grupe uzoraka (KP, BPH, kontrole). &mo je odstupanje od Hardi-Vajnbergove
ravnoteze za grupu bolesnika sa BPH kao i za kiontrgrupu.

U tabeli 9 prikazane suastalosti genotipova gengke varijante rs1447295 kod
bolesnika sa KP i kontrolne grupe, kao i rezultasta asocijacije ove gente

varijante sa rizikom za razvoj KP.

Tabela 9. Asocijacija genékie varijante rs1447295 sa rizikom za razvoj KP,idola
poraeienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa kBritrolne grupe

Broj bolesnika  Broj kontrola P

ki 0
Genetiéki model sa KP (%) (%) OR (95% CI) vrednost AlIC
Kodominantni
cc 86 (57.3) 11 (11) 1
CA 61 (40.7) 82 (82) 0.10 (0.05-0.19) <0.0001 282
AA 3(2.0) 7(7) 0.05 (0.01-0.24)
Dominantni
CC 86 (57.3) 11 (11.0) 1
CA + AA 64 (42.7) 89(89.0)  0.09 (0.05-0.19) ~0:0001 280.6
Recesivni
CC+CA 147 (98) 93 (93) 1
AA 3(2) 7(7) 0.27 (0.07-1.07) 00> 3367
Overdominantni
CC + AA 89 (59.3) 18 (18) 1
CA 61 (40.7) 82 (82) 0.15 (0.08-0.28) <0.0001  296.1

Log-aditivni
- - - 0.13 (0.07-0.24) <0.0001 284

Prema AIC skoru, genéki model koji najbolje opisuje uene razlike je

dominantni model F<0.0001). Ukoliko se podrazumeva ovaj model rhgsmnija,
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nosioci alela A imaju oko 10 puta manji rizik zazvaj KP u odnosu na osobe sa

genotipom CC.

Porelenjem @estalosti genotipova kod bolesnika sa KP i BPH ngtanovljena

asocijacija genatke varijante rs1447295 sa rizikom za razvoj KP€tald0).

Ucestalosti genotipova kod bolesnika sa BPH i koatrélao i rezultati testa
asocijacije genetke varijante rs1447295 sa rizikom za razvoj BPHkamani su u
Tabeli 11. Poréenjem raspodela genotipova gedleti varijante rs1447295 u grupi
bolesnika sa BPH i kontrolne grupe, pokazana jeig&ija manje destalog alela A sa
smanjenim rizikom za razvoj BPIKada je podrazumevdag-aditivni genetiki model
koji, prema AIC skoru, najbolje opisuje ¢eme razlike u &estalostima genotipova
izmedu analiziranih grupaR<0.0001, OR=0.08, 95%CI 0.04-0.16).

Tabela 10. Asocijacija rs1447295 sa rizikom za oaKP, dobijena pormdenjem
distribucije genotipova kod bolesnika sa KP i BPH

s Broj bolesnika  Broj bolesnika o P
Geneticki model sa KP (%) sa BPH(%) OR (95% CI) vrednost AIC
Kodominantni
CcC 86 (57.3) 96 (64.0) 1
CA 61 (40.7) 53 (35.3) 1.28 (0.80-2.05) 0.34 419.7
AA 3(2.0) 1(0.7) 3.35(0.34-32.8)
Dominantni
CcC 86 (57.3) 96 (64.0) 1
CA + AA 64 (42.7) 54(36.0)  1.32(0.83-2.11) 024 4185
Recesivni
CC+CA 147 (98) 149 (99.3) 1
3.04 (0.31- 0.3 418.8
AA 3(2) 1(0.7) 29.57)
Overdominantni
CC + AA 89 (59.3) 97 (64.7) 1 0.34 419
CA 61 (40.7) 53 (35.3) 1.25 (0.79-2.00)

Log-aditivni
- - - 1.35 (0.87-2.10) 0.18 418.1
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Tabela 11. Asocijacija geng&kie varijante rs1447295 sa rizikom za razvoj BPH,
dobijena poréenjem distribucije genotipova kod bolesnika sa BRbintrolne grupe

Geneticki Broj bolesnika sa Broj o
model BPH (%) kontrola (%) OR (95% CI)  Pvrednost AIC
Kodominantni
CC 96 (64.0) 11 (11) 1
CA 53 (35.3) 82 (82) 0.07 (0.04-0.15) <0.0001 263.8
AA 1(0.7) 7(7) 0.02 (0.00-0.15)
Dominantni
CC 96 (64.0) 11 (11.0) 1
CA + AA 54 (36.0) 89(89.0)  0.07 (0.03-0.14) 00001 2645
Recesivni
CC+CA 149 (99.3) 93 (93) 1
AA 1(0.7) 7(7) 0.09 (0.01-0.74) 0:0045 3324
Overdominantni
CC + AA 97 (64.7) 18 (18) 1
CA 53 (35.3) 82 (82) 0.12 (0.07-0.22) <0.0001 284.7

Log-aditivni
- 0.08 (0.04-0.16) <0.0001  262.5

3.6.1.2. Rezultati analiza asocijacije alela i getipova genetitke varijante

rs4242382 sa rizikom za razvoj KP

Ispitivanje postojanja Hardi-Vajnbergove ravnoteieiu genotipovima rdeno
je odvojeno za sve tri kategorije uzoraka (KP, BRHAntrole). Dobijene raspodele
genotipova su u skladu sa Hardi-Vajnbergovim ppooi.

Poreienje &estalosti genotipova gengke varijante rs4242382 bolesnika sa KP
i kontrolne grupe nije pokazalo statiii znatajnu asocijaciju ove genékie varijante
sa rizikom za razvoj KP ni za jedan od testiranibdela (tabela 12). Gengti model
koji najbolje opisuje utene razlike u testalostima genotipova izihe analiziranih
grupa je log-aditivni model, za koji je pokazan tist&ki trend (0.05€<0.1)
znaajnosti pomenute asocijacije € 0.068, OR = 1.70, 95%CI 0.95-3.05).
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Tabela 12. Asocijacija genékie varijante rs4242382 sa rizikom za razvoj KP,ijgola
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa KkBritrolne grupe

Geneticki Broj bolesnika Broj kontrola o P
model sa KP (%) (%) OR (95% Cl) vrednost AIC
Kodominantni
GG 106 (70.7) 80 (80) 1
GA 42 (28.0) 20 (20) 1.58 (0.86-2.91) 0.11 338.2
AA 2(1.3) 0 (0.0) NA (0.00-NA)
Dominantni
GG 106 (70.7) 80 (80.0) 1
GA + AA 44 (29.3) 20 (20.0) 1.66 (0.91-3.03) 0.094 3311
Recesivni
GG + GA 148 (98.7) 100 (100) 1
AA 2 (1.3) 0(0) NA (0.00-NA) 015 3385
Overdominantni
GG + AA 108 (72) 80 (80) 1
GA 42 (28) 20 (20) 156 (0.85-2.85) O-1° 3384
Log-aditivni

- - - 1.70 (0.95-3.05) 0.068 337.2

Kada su uporéene raspodele genotipova kod bolesnika sa KP i Be#hzana
je statistéki znatajna asocijacija genékie varijante rs4242382 sa rizikom za razvoj KP.
Ukoliko se podrazumeva da je dominantni getketnodel, koji najbolje opisuje wene
razlike, u osnovi asocijacije, nosioci A alela idj}.98 putavedi rizik za razvoj KP P
=0.014; 95%CI 1.14-3.43) u odnosu na osobe satipemo GG (tabela 13).

Tabela 13. Asocijacija genékie varijante rs4242382 sa rizikom za razvoj KP,ijgola
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa K#PH

s Broj bolesnika  Broj bolesnika o P
Geneti¢ki model sa KP (%) sa BPH(%) OR (95% CI) vrednost AIC
Kodominantni
GG 106 (70.7) 124 (82.7) 1
GA 42 (28.0) 25 (16.7) 1.97 (1.12-3.44) 0.047 415.8
AA 2(1.3) 1(0.7) 2.34 (0.21-26.17)
Dominantni
GG 106 (70.7) 124 (82.7) 1
GA + AA 44 (29.3) 26 (17.3) 1.98 (1.14-3.43) OHEre 2RERd
Recesivni
GG+ GA 148 (98.7) 149 (99.3) 1
AA 2 (1.3) 1(0.7) 2.01(0.18-22.45) 026 4195
Overdominantni
GG + AA 108 (72) 125 (83.3) 1
GA 42 (28) 25 (16.7) 1.94 (1.11-3.40) 0.018 414.3
Log-aditivni

- - - 1.89 (1.12-3.19) 0.014 413.9
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Ustanovljeni rezultati ukazuju na odsustvo asogjgagenettke varijante

rs4242382 sa rizikom za razvoj BPPI£ 0.31, za recesivni model) (tabela 14).

Tabela 14. Asocijacija genekie varijante rs4242382 sa rizikom za razvoj BPH,
dobijena poréenjem distribucije genotipova kod bolesnika sa BRbintrolne grupe

Geneticki Broj bolesnika sa  Broj kontrola P
model BPH (%) (%) OR (95% Cl) vrednost AIC
Kodominantni
GG 124 (82.7) 80 (80) 1
GA 25 (16.7) 20 (20) 0.81 (0.42-1.55) 0.49 341.1
AA 1(0.7) 0 (0.0) NA (0.00-NA)
Dominantni
GG 124 (82.7) 80 (80.0) 1 06 340 2
GA + AA 26 (17.3) 20 (20.0) 0.84 (0.44-1.60) ' '
Recesivni
GG + GA 149 (99.3) 100 (100) 1
AA 1(0.7) 0(0) NA (0.00-NA) 031 3395
Overdominantni
GG + AA 125 (83.3) 80 (80) 1 05 3401
GA 25 (16.7) 20 (20) 0.80 (0.42-1.53) ' '
Log-aditivni
- 0.88 (0.47-1.65) 0.7 340.4

3.6.1.3.Rezultati analiza asocijacije alela i genpbva genetfke varijante

rs6983267 sa rizikom za razvoj KP

Raspodela genotipova u okviru sve tri analizirangg ispitanika je u skladu sa

Hardi Vajnbergovom ravnotezom.

Prema recesivnom modelu, koji najbolje opisujeeme razlike u distribucijama
genotipova izméu bolesnika sa KP i kontrolne grupe i ¢ma nasléivanja
predispozicije za razvoj KP asocirane sa géketn varijantom rs6983267, OR iznosi
0.36 za muskarce sa genotipom TT, u odnosu na amersotipovima GG | GTH =
0.0029, 95%CI 0.19-0.71). Na osnovu dobijenih regzalmoze se zakkui da nosioci

genotipa TT imaju tri puta nizi rizik za razvoj KRbela 15).
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Tabela 15. Asocijacija gengkie varijante rs6983267 sa rizikom za razvoj KP ,ijgoia
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa KkBritrolne grupe

o Broj bolesnika Broj o P
Geneticki model sa KP (%) kontrola (%) OR (95% Cl) vrednost AIC
Kodominantni
GG 53 (35.3) 25 (25.0) 1
GT 80 (53.3) 49 (49.0) 0.77 (0.43-1.39) 0.0081 332.9
TT 17 (11.3) 26 (26.0) 0.31 (0.14-0.67)
Dominantni
GG 53 (35.3) 25 (25.0) 1
GT+TT 97 (64.7) 75 (75) 0.61 (0.35-1.07) 0.082 337.5
Recesivni
GG + GT 133 (88.7) 74 (74.0) 1
T 17 (11.3) 26 (26.0)  0.36 (0.19-0.71) °:0029 3316
Overdominantni
GG+TT 70 (46.7) 51 (51) 1
GT 80 (53.3) 49 (49) 119 (0.72-1.97) 0> 3401
Log-aditivni

- - - 0.58 (0.39-0.85) 0.0043  332.4

Poreienjem w@estalosti genotipova kod bolesnika sa KP i BPH pipvidena
asocijacija genatke varijante rs6983267 sa rizikom za razvoj KP€tald6).

Tabela 16. Asocijacija gengkie varijante rs6983267 sa rizikom za razvoj KP,ijgola
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa KPH

s Broj bolesnika sa Broj bolesnika sa o P
Geneti¢ki model KP (%) BPH (%) OR (95% CI) vrednost AlC
Kodominantni 53 (35.3) 44 (29.3) 1
GG 80 (53.3) 80 (53.3) 0.83 (0.50-1.38) 0.25 419.2
GT 17 (11.3) 26 (17.3) 0.54 (0.26-1.13)
TT
Dominantni 53 (35.3) 44 (29.3) 1
GG 97 (64.7) 106 (70.7) 0.76 (0.47-1.23) 0.27 a18.7
GT+TT
Recesivni 133 (88.7) 124 (82.7) 1
GG + GT 17 (11.3) 26 (17.3) 0.61 (0.32-1.18) 0.14 alra
TT
Overdominantni
GG+TT 70 (46.7) 70 (46.7) 1 1 419.9
GT 80 (53.3) 80 (53.3) 1.00 (0.64-1.57) '
Log-aditivni

- - - 0.76 (0.54-1.07) 0.11 417.4

Poreienje raspodela genotipova kod bolesnika sa BPHntr&me grupe nije

pokazalo prisustvo asocijacije gerké varijante rs6983267 sa rizikom za razvoj BPH

(tabela 17).
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Tabela 17. Asocijacija geng&kie varijante rs6983267 sa rizikom za razvoj BPH,
dobijena poréenjem distribucije genotipova kod bolesnika sa BRbintrolne grupe

o Broj bolesnika sa  Broj kontrola o P
Geneticki model BPH (%) (%) OR (95% CI) vrednost AlC
Kodominantni
GG 44 (29.3) 25 (25.0) 1
GT 80 (53.3) 49 (49.0) 0.93 (0.51-1.70) 0.25 339.8
TT 26 (17.3) 26 (26.0) 0.57 (0.27-1.18)
Dominantni
GG 44 (29.3) 25 (25.0) 1
GT+TT 106 (70.7) 75(75) 080 (0.45-1.42) 04% 3399
Recesivni
GG + GT 124 (82.7) 74 (74.0) 1 01 3378
TT 26 (17.3) 26 (26.0) 0.60 (0.32-1.10) ' '
Overdominantni
GG+TT 70 (46.7) 51 (51) 1
GT 80 (53.3) 49 (49) 1.19 (0.72-1.97) 0.5 3401

Log-aditivni
- - - 0.76 (0.53-1.10) 0.15 338.4

3.6.1.4.Rezultati analiza asocijacije alela i genpbva genetéke varijante

rs7017300 sa rizikom za razvoj KP

Za sve tri grupe ispitanika ustanovljene su raslgogenotipova koje su u skladu

sa Hardi-Vajnbergovom ravnotezom.

Statistéki zna&ajna razlika u &estalostima genotipova geriée varijante
rs7017300 ndena je izméu grupe bolesnika sa KP i kontrolne grupe. Logpadiit
model je, na osnovu AIC skora, izabran kao geéketinodel koji najbolje opisuje
asocijaciju genetke varijante rs7017300 sa rizikom za razvoj KPP £ 0.0008).
Ukoliko se podrazumeva ovaj model asocijacije, oisnanje destalog alela C imaju
povean rizik za razvoj KP (OR = 2.63, 95%CI 1.44-4.@apela 18).
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Tabela 18. Asocijacija gengkie varijante rs7017300 sa rizikom za razvoj KP,ijgola
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa KkBritrolne grupe

s Broj bolesnika  Broj kontrola o P
Geneti¢ki model sa KP (%) (%) OR (95% Cl) vrednost AlC
Kodominantni
AA 100 (66.7) 84 (84.0) 1
AC 45 (30.0) 16 (16.0) 2.36 (1.25-4.48) 0.0018 329.9
CcC 5(3.3) 0 (0.0) NA (0.00-NA)
Dominantni
AA 100 (66.7) 84 (84.0) 1
AC + CC 50 (33.3) 16 (16.0) 2.62 (1.39-4.95) 0.0018 330.8
Recesivni
AA + AC 145 (96.7) 100 (100) 1
cc 5 (3.3) 0(0) NA (0.00-NA) 0023 3353
Overdominantni
AA + CC 105 (70) 84 (84.0) 1
AC 45 (30) 16 (16.0)  2.25(1.19-426) 001 ~ 3339

Log-aditivni
- - 2.63(1.44-4.80) 8e-04  329.2

Poreienjem raspodele genotipova geélati varijante rs7017300 kod bolesnika
sa KP i BPH potwtena je asocijacija alela C pa@amim sa rizikom za razvoj KRP(=
0.0064 za kodominantni model). Prema AIC skoru, ehd&dji najbolje opisuje utene
razlike je kodominantni (OR = 1.60, 95%CI 0.95-2.69, podaci za homozigot CC su
nedostupni zbog odsustva ispitanika sa ovim geawotiu grupi bolesnika sa BPH)
(tabela 19). Pokazano je da musSkarci sa genotip@mimaju 1.6 puta «@ rizik za
razvoj KP, u odnosu na muskarce sa genotipom AA.
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Tabela 19. Asocijacija gengkie varijante rs7017300 sa rizikom za razvoj KP ,ijgola
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa KPH

Broj bolesnika Broj bolesnika

Geneti¢ki model OR (95% CI) Pvrednost AIC

sa KP (%) sa BPH(%)
Kodominantni
AA 100 (66.7) 117 (78.0) 1
AC 45 (30.0) 33 (22.0) 1.60 (0.95-2.69) 0.0064 411.8
CC 5(3.3) 0 (0.0) NA (0.00-NA)
Dominantni
AA 100 (66.7) 117 (78.0) 1
AC + CC 50 (33.3) 33 (22.0) 1.77 (1.06-2.96) 0.028 415
Recesivni
AA + AC 145 (96.7) 150 (0) 1
cc 5 (3.3) 0(0) NA (0.00-NA) 00081 4129
Overdominantni
AA + CC 105 (70) 117 (78.0) 1
AC 45 (30) 33 (22.0) 152 (0.90-2.56) 011 alr4
Log-aditivni

- - - 1.87 (1.16-3.02) 0.0091 413.1

Tabela 20. Asocijacija geng&kie varijante rs7017300 sa rizikom za razvoj BPH,
dobijena poréenjem distribucije genotipova kod bolesnika sa BRbintrolne grupe

Geneticki model >0 gg'ﬁs(%a Broj ‘g;)r)‘”o'a orR(@5%C)  F o AC
Kodominantni
AA 117 (78.0) 84 (84.0) 1
AC 33 (22.0) 16 (16.0) 1.48 (0.77-2.86) 0.24 -.
CcC 0 (0.0) 0 (0.0) -
Dominantni
AA 117 (78.0) 84 (84.0) -
AC + CC 33 (22.0) 16 (16.0) - i i
Recesivni
AA + AC 150 (0) 100 (100) -
CC 0 (0) 0 (0) - i )
Overdominantni
AA + CC 117 (78.0) 84 (84.0) -
AC 33 (22.0) 16 (16.0) - i )
Log-aditivni

O prisustvu potencijalne asocijacije gedleti varijante rs7017300 sa rizikom za
razvoj BPH nije bilo mogée izviti nedvosmislen zaklgak, iako P vrednost za
kodominantni model prevazilazi prag statiké zn&ajnosti, usled odsustva ispitanika

sa genotipom CC u grupi bolesnika sa BPH i kontjodmupi (tabela 20).
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3.6.1.5.Rezultati analiza asocijacije alela i genipbva genettke varijante

rs7837688 sa rizikom za razvoj KP

Kod sve tri analizirane grupe ispitanika ustanowjeje prisustvo Hardi-

Vajnbergove ravnoteze.

Razultati analize pokazali su da s&estalosti genotipova gengike varijante
rs7837688 znmjno razlikuju kod bolesnika sa KP i kontrolne ggu@enetiki model
kojim se najbolje objaSnjavaju &éene razlike je overdominantr? & 0.0052). Ukoliko
se pretpostavi da gengka varijanta rs7837688 doprinosi predispozicijraavoj KP po
ovom modelu, muskarci sa genotipom GT imaju 2.4aputi rizik za razvoj KP u
odnosu na muskarce sa homozigotnim genotipovim#(R5L.27-4.53) (tabela 21).

Tabela 21. Asocijacija genékie varijante rs7837688 sa rizikom za razvoj KP,ijgola
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa KkBntrolne grupe

Broj bolesnika Broj P

o 0
Geneticki model sa KP (%) kontrola (%) OR (95% CI) vrednost AIC
Kodominantni
GG 101 (67.3) 82 (82.0) 1
GT 47 (31.3) 16 (16.0) 2.38(1.26-4.51) 0.02 334.7
TT 2 (1.3) 2 (2.0) 0.81 (0.11-5.89)
Dominantni
GG 101 (67.3) 82 (82.0) 1
GT +TT 49 (32.7) 18 (18.0)  2.21(1.20-408) 0009 3337
Recesivni
GG+ GT 148 (98.7) 98 (98) 1
TT 2 (1.3) 2 (2) 0.66 (0.09-4.78) 0.68 340.3
Overdominantni
GG+TT 103 (68.7) 84 (84.0) 1
GT 47 (31.3) 16 (16.0)  2.40 (1.27-4.53) o

Log-aditivni
- - - 1.89 (1.07-3.33) 0.022 335.3

Asocijacija genetike varijante rs7837688 sa rizikom za razvoj KP ptgua je
poreienjem raspodele genotipova kod bolesnika sa KP H.BBenettki model koji
prema AIC skoru najpribliznije objasnjavademe razlike je log-aditivni, a alel koji
doprinosi povéaniju rizika za razvoj KP je TP(= 0.0033, OR = 2.14, 95%CI 1.27-3.61)
(tabela 22).
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Tabela 22. Asocijacija gengkie varijante rs7837688 sa rizikom za razvoj KP ,ijgola
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa KPH

Geneticki Broj bolesnika  Broj bolesnika P

0,
model sa KP (%) sa BPH(%) OR (95% Cl) vrednost AIC
Kodominantni
GG 101 (67.3) 122 (81.3) 1
GT 47 (31.3) 28 (18.7) 2.03 (1.19-3.47) 0.0082 412.3
TT 2(1.3) 0 (0.0) NA (0.00-NA)
Dominantni
GG 101 (67.3) 122 (81.3) 1
GT+TT 49 (32.7) 28 (18.7) 2.11 (1.24-3.61) 0.0053 4121
Recesivni
GG + GT 148 (98.7) 150 (0) 1
T 2 (1.3) 0(0) NA (0.00-NA) 009 4171
Overdominantn
i
GG+TT 103 (68.7) 122 (81.3) 1
GT 47 (31.3) 28(18.7)  1.99 (1.16-3.40) 0011 4134

Log-aditivni
- 2.14 (1.27-3.61) 0.0033 411.3

Poreienje raspodela genotipova kod bolesnika sa BPHnir&ime grupe nije
pokazalo asocijaciju genékie varijante rs7837688 sa rizikom za razvoj BPHdMin,
kada je pretpostavljeno da je u osnovi navedeneijasije recesivni genetki model,
koji prema AIC skoru najbolje opisuje ¢ene razlike, dobijen je statisti trend
zn&ajnosti @ = 0.055). U ovom sktaju, nije bilo mogude ustanoviti vrednost OR usled
odsustva ispitanika sa genotipom TT u grupi bolkessa BPH (tabela 23).
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Tabela 23. Asocijacija geng&kie varijante rs7837688 sa rizikom za razvoj BPH,
dobijena poréenjem distribucije genotipova kod bolesnika sa BRbintrolne grupe

s Broj bolesnika  Broj kontrola o P
Geneticki model sa BPH (%) (%) OR (95% CI) vrednost AlC
Kodominantni
GG 122 (81.3) 82 (82.0) 1
GT 28 (18.7) 16 (16.0) 1.18 (0.60-2.31) 0.14 338.6
TT 0 (0.0) 2 (2.0) 0.00 (0.00-NA)
Dominantni
GG 122 (81.3) 82 (82.0) 1
GT+TT 28 (18.7) 18 (18.0)  1.05(0.54-2.01) 089 3405
Recesivni
GG + GT 150 (0) 98 (98) 1
T 0(0) 2 (2) 0.00 (0.00-NA) 0055 3368
Overdominantni
GG+TT 122 (81.3) 84 (84.0) 1
GT 28 (18.7) 16 (16.0) 1.20 (0.61-2.36) 0.59 340.2

Log-aditivni
- 0.93 (0.50-1.70) 0.8 340.4

3.6.2. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipova Etivanih genetickih

varijanti u regionu 17912 sa rizikom za razvoj KP

3.6.2.1.Rezultati analiza asocijacije alela i genpbva genetfke varijante
rs7501939 sa rizikom za razvoj KP

Utvrdene distribucije genotipova u sve tri ispitivaneugg ne pokazuju

odstupanje od Hardi-Vajbergove ravnoteze.

Porelenje Westalosti genotipova genéke varijante rs7501939 kod bolesnika sa
KP i kontrolne grupe dalo je stati&ki zna&ajan rezultat za asocijaciju navedene
genettke varijante sa rizikom za razvoj KP po log-adibwm genettkom modelu, koji
je ujedno i model koji najbolje opisuje teme razlike P = 0.0038). Prema rezultatima
procene doprinosa varijante rs7501939 predispozairazvoj KP, manjedestali alel
T asociran je sa smanjenjem rizika za pojavu oveshio OR = 0.44, 95%CI 0.20-0.95)
(tabela 24).
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Tabela 24. Asocijacija gengkie varijante rs7501939 sa rizikom za razvoj KP ,ijgola
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa KkBritrolne grupe

s Broj bolesnika  Broj kontrola o P
Geneticki model sa KP (%) (%) OR (95% CI) vrednost AlC
Kodominantni
cC 71 (47.3) 37 (37) 1
CT 63 (42) 44 (44) 0.75(0.43-1.30) 0.11 338
TT 16 (10.7) 19 (19) 0.44 (0.20-0.95)
Dominantni
CcC 71 (47.3) 37 (37) 1
CT+TT 79 (52.7) 63 (63) 0.65 (0.39-1.10) 0.11 337.9
Recesivni
CC+CT 134 (89.3) 81 (81) 1
T 16 (10.7) 19(19)  0.51(0.25-1.05) 066 3371
Overdominantni
CC+TT 87 (58) 56 (56) 1
cT 63 (42) 44 (a4) 092 (0.55-1.54) 070 3404
Log-aditivni

= = - 0.68(0.47-0.98) 0.038 336.2

Analiza razlika u raspodeli genotipova kod bolearsia KP i BPH nije ukazala

na postojanje asocijacije geré&e varijante rs7501939 sa rizikom za razvoj (talk&p

Tabela 25. Asocijacija gengkie varijante rs7501939 sa rizikom za razvoj KP,ijgola
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa KPH

o Broj bolesnika  Broj bolesnika o P
Geneticki model sa KP (%) sa BPH(%) OR (95% ClI) vrednost AlC
Kodominantni
CcC 71 (47.3) 72 (48) 1
CT 63 (42) 62 (41.3) 1.03 (0.64-1.67) 0.99 421.9
TT 16 (10.7) 16 (10.7) 1.01 (0.47-2.18)
Dominantni
CcC 71 (47.3) 124 (82.7) 1
CT+TT 79 (52.7) 26 (17.3) 1.03 (0.65-1.62) 0.91 419.9
Recesivni
CC+TC 134 (89.3) 149 (99.3) 1 1 419.9
TT 16 (10.7) 1(0.7) 1.00 (0.48-2.08) '
Overdominantni
CC+TT 87 (58) 125 (83.3) 1
TC 63 (42) 25(16.7)  1.03(0.65-1.63) 0°1 4199
Log-aditivni

- - - 1.02 (0.72-1.42) 0.93 419.9

Kada je razmatrana potencijalna asocijacija geéketvarijante rs7501939 sa
rizikom za razvoj BPH statiska zn&ajnost ustanovljena je za log-aditivni model

asocijacije, koji najbolje opisuje tene razlike u distribuciji genotipova kod bolesnika
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sa BPH i kontrolne grupeP?(= 0.032). Za nosioce manj€astalog alela T genéke
varijante rs7501939 pokazan je smanjen rizik zaapBPH, u odnosu na muskarce sa
genotipom CC (OR= 0.67, 95%CI 0.47-0.97 za logradiimodel) (tabela 26).

Tabela 26. Asocijacija geng&kie varijante rs7501939 sa rizikom za razvoj BPH,
dobijena poréenjem distribucije genotipova kod bolesnika sa BRbintrolne grupe

o Broj bolesnika  Broj kontrola o P
Geneticki model sa BPH (%) (%) OR (95% CI) vrednost AIC
Kodominantni
CcC 72 (48) 37 (37) 1
CT 62 (41.3) 44 (44) 0.72 (0.42-1.26) 0.095 337.8
TT 16 (10.7) 19 (19) 0.43 (0.20-0.94)
Dominantni
CcC 124 (82.7) 37 (37) 1
CT+TT 26 (17.3) 63 (63) 0.64 (0.38-1.07) 2085 3375
Recesivni
CC+TC 149 (99.3) 81 (81) 1
T 1(0.7) 19 (19) 051 (0.25-1,05) 0066 3371
Overdominantni
CC+TT 125 (83.3) 56 (56) 1
TC 25 (16.7) 44 (44) 0.90 (0.54-1.50) 0.68 340.3
Log-aditivni

- - - 0.67 (0.47-0.97) 0.032  335.9

3.6.2.2.Rezultati analiza asocijacije alela i genpbva genetfke varijante
rs3760511 sa rizikom za razvoj KP

Ucestalosti genotipova gengke varijante rs3760511 u grupama bolesnika sa

KP i BHP, kao i u kontrolnoj grupi, u skladu sukéardi-Vajnbergovom ravnotezom.

Pri poreienju westalosti genotipova navedene varijante kod bdtassa KP i
kontrolne grupe nisu pokazane Zagme razlike. Test asocijacije ove getledi varijante
sa rizikom za razvoj KP pokazaoRevrednost od 0.29 za dominantni model, kojim se

najbolje objasnjavaju wene razlike (tabela 27).

63



Tabela 27. Asocijacija gengkie varijante rs3760511 sa rizikom za razvoj KP,ijgola
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa KkBritrolne grupe

Geneticki Broj bolesnika Broj kontrola o P
model sa KP (%) (%) OR (95% Cl) vrednost AIC
Kodominantni
TT 70 (46.7) 51 (51) 1
TG 64 (42.7) 36 (36) 1.30 (0.75-2.23) 0.55 341.3
GG 16 (10.7) 13 (13) 0.90 (0.40-2.03)
Dominantni
TT 70 (46.7) 51 (51) 1
TG + GG 80 (53.3) 49 (49) 1.19 (0.72-1.97) 0.5 3401
Recesivni
TT+TG 134 (89.3) 87 (87) 1
GG 16 (10.7) 13 (13) 0.80 (0.37-1.74) 937~ 3402
Overdominantni
TT + GG 86 (57.3) 64 (64) 1
TG 64 (42.7) 36 (36) 1.32 (0.79-2.23) 029 3394
Log-aditivni

- - - 1.04 (0.72-1.51) 0.82 340.5

Poreienje «estalosti genotipova kod bolesnika sa KP i BPH dakmije

pokazalo statistki znaajnu razliku ni za jedan od testiranih modela (lal28).

Tabela 28. Asocijacija gengkie varijante rs3760511 sa rizikom za razvoj KP,ijgola
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa KPH

i Broj bolesnika  Broj bolesnika P
Genetieki model S; KP (%) g a‘BPH %) OR(95%Cl) o AIC
Kodominantni
TT 70 (46.7) 65 (43.3) 1
TG 64 (42.7) 73 (48.7) 0.81(0.51-1.31) 0.51 420.5
GG 16 (10.7) 12 (8) 1.24 (0.54-2.81)
Dominantni
TT 70 (46.7) 65 (43.3) 1
TG + GG 80 (53.3) 85 (56.7) 0.87 (0.55-1.38) 0.56 419.6
Recesivni
TT+TG 134 (89.3) 138 (92) 1
GG 16 (10.7) 12 (8) 1.37(0.63-301) 043 4193
Overdominantni
TT + GG 86 (57.3) 77 (51.3) 1 03 418.8
TG 64 (42.7) 73 (48.7) 0.78 (0.50-1.24) ) )
Log-aditivni
- - - 0.98 (0.69-1.40) 0.93 419.9

Statistéki znatajna razlika u distribuciji genotipova gerdé® varijante
rs3760511 proniena je izméu grupe bolesnika sa BPH i kontrolne grupe=(0.047

za model koji najbolje opisuje tene razlike - overdominantni model). Pokazano je da
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muskarci sa genotipom TG imaju 1.69 putgi rizik za razvoj BPH u odnosu na

muskarce sa homozigotnim genotipovima (95%CI 1.@32(tabela 29).

Tabela 29. Asocijacija genekie varijante rs3760511 sa rizikom za razvoj BPH,
dobijena poréenjem distribucije genotipova kod bolesnika sa BRbintrolne grupe

ol Broj bolesnika  Broj kontrola o P
Geneticki model sa BPH (%) (%) OR (95% CI) vrednost AIC
Kodominantni
T 65 (43.3) 51 (51) 1
TG 73 (48.7) 36 (36) 159(0.93-2.74) 0.11 338
GG 12 (8) 13(13)  0.72(0.30-1.72)
Dominantni
T 65 (43.3) 51 (51) 1
TG + GG 85 (56.7) 49 (49)  1.36(0.82-2.26) 023 3391
Recesivni
TT+TG 138 (92) 87 (87) 1
GG 12 (8) 13(13)  058(0.25-1.33) 02 3389
Overdominantni
TT + GG 77 (51.3) 64 (64) 1
TG 73 (48.7) 36(36)  1.69(1.00-2.83 0047 3366

Log-aditivni
- 1.06 (0.72-1.57) 0.75 340.4

3.6.3. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipova Etivanih genetickih

varijanti u regionu 7q36 sa rizikom za razvoj KP

3.6.3.1.Rezultati analiza asocijacije alela i genipbva genettke varijante

rs1799983 sa rizikom za razvoj KP

Raspodela genotipova u sve tri grupe ispitanika kladsi je sa Hardi-

Vajnbergovom ravnotezom.

Rezultati analize nisu ukazali na postojanje aaog genetike varijante
rs1799983 sa rizikom za razvoj KP, kako prilikonredenja distribucije genotipova
kod bolesnika sa KP i kontrolne grupe (tabela 8Xo ni prilikom pordenja navedenih
ucestalosti kod bolesnika sa KP i BPH (tabela 31pviun poreienjima nije pokazan ni
statisttki trend zn&ajnosti, s obzirom da je najmanja dobijéharednost 0.37.
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Tabela 30. Asocijacija gengkie varijante rs1799983 sa rizikom za razvoj KP,ijgola
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa KkBritrolne grupe

s Broj bolesnika  Broj kontrola o P
Geneti¢ki model sa KP (%) (%) OR (95% Cl) vrednost AIC
Kodominantni
GG 76 (50.7) 54 (54) 1
GT 65 (43.3) 40 (40) 1.15 (0.68-1.95) 0.87 342.2
TT 9 (6) 6 (6) 1.07 (0.36-3.17)
Dominantni
GG 76 (50.7) 54 (54) 1
GT+TT 74 (49.3) 46 (46) 1.14 (0.69-1.90) 0.61 3402
Recesivni
GG+ GT 141 (94) 94 (94) 1 1 3405
TT 9 (6) 6 (6) 1.00 (0.34-2.90) '
Overdominantni
GG+TT 85 (56.7) 60 (60) 1
GT 65 (43.3) 40 (40) 1.15(0.69-1.92) 08 8402
Log-aditivni

- - - 1.10 (0.72-1.66) 0.67 340.3

Tabela 31. Asocijacija genékie varijante rs1799983 sa rizikom za razvoj KP,ijgola
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa K#PH

s Broj bolesnika  Broj bolesnika o P
Geneticki model sa KP (%) sa BPH (%) OR (95% CI) vrednost AIC
Kodominantni
GG 76 (50.7) 78 (52) 1
GT 65 (43.3) 59 (39.3) 1.13(0.70-1.82) 0.59 420.8
TT 9 (6) 13 (8.7) 0.71 (0.29-1.76)
Dominantni
GG 76 (50.7) 78 (52) 1
GT+TT 74 (49.3) 72 (48) 1.05 (0.67-1.66) 082 ~ 4198
Recesivni
GG + GT 141 (94) 137 (91.3) 1
TT 9 (6) 13 (8.7) 0.67 (0.28-1.62) 0.37 419.1
Overdominantni
GG+TT 85 (56.7) 91 (60.7) 1
GT 65 (43.3) 59 (39.3) 118 (0.74-1.87) 048 4194
Log-aditivni

- - - 0.97 (0.67-1.39)  0.85  419.9

Sliéni rezultati dobijeni su i u podenju estalosti genotipova genéke
varijante rs1799983 kod bolesnika sa BPH i kon&ajnupe, te stoga, nije pokazana

asocijacija navedene geridi varijante sa sa rizikom za razvoj BPH (tabela 32
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Tabela 32. Asocijacija geng&kie varijante rs1799983 sa rizikom za razvoj BPH,
dobijena poréenjem distribucije genotipova kod bolesnika sa BRbintrolne grupe

o Broj bolesnika Broj kontrola o P
Geneticki model sa BPH (%) (%) OR (95% Cl) vrednost AlC
Kodominantni
GG 78 (52) 54 (54) 1
GT 59 (39.3) 40 (40) 1.02 (0.60-1.74) 0.73 341.9
TT 13 (8.7) 6 (6) 1.50 (0.54-4.19)
Dominantni
GG 78 (52) 54 (54) 1
GT+TT 72 (48) 46 (46) 1.08 (0.65-1.80) O:76 3404
Recesivni
GG + GT 137 (91.3) 94 (94) 1
TT 13 (8.7) 6 (6) 1.49 (0.55-4.05) 0.43 339.9
Overdominantni
GG+TT 91 (60.7) 60 (60) 1
GT 59 (39.3) 40 (40) 0.97 (0.58-1.63) 0.92 340.5

Log-aditivni
- - - 1.12 (0.75-1.68) 0.57 340.2

3.6.3.2.Rezultati analiza asocijacije alela i genipbva ispitivanih genetikih

varijanti u promotorskom regionu genaNOS3sa rizikom za razvoj KP

3.6.3.2.1. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipova geticke varijante
rs2070744 sa rizikom za razvoj KP

Distribucija genotipova kod bolesnika sa KP i BH®@o i u kontrolnoj grupi u

skladu je sa Hardi-Vajnbergovim principom.

Za Westalosti genotipova gengkte varijante rs2070744 nije pokazana st&ksti
zn&ajna razlika izméu grupe bolesnika sa KP i kontrolne grupe. Za oweidantni
model koji prema AIC skoru najbolje opisujeceae razlike dobijena jB vrednost od
0.38 (tabela 33). Take, poré@enjem distribucije genotipova kod bolesnika sa KP i
BPH nije pokazana asocijacija gekiké varijante rs2070744 sa rizikom za razvoj KP
(tabela 34).
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Tabela 33. Asocijacija genékie varijante rs2070744 sa rizikom za razvoj KP,ijgola
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa KkBritrolne grupe

. Broj bolesnika  Broj kontrola o P
Geneti¢ki model sa KP (%) (%) OR (95% ClI) vrednost AIC
Kodominantni
TT 54 (36) 34 (34) 1
TC 68 (45.3) 51 (51) 0.84 (0.48-1.47) 0.62 341.6
CC 28 (18.7) 15 (15) 1.18 (0.55-2.51)
Dominantni
TT 54 (36) 34 (34) 1
TC +CC 96 (64) 66 (66) 0.92 (0.54-1.56) 0.75 340.4
Recesivni
TT+TC 122 (81.3) 85 (85) 1
cc 28 (18.7) 15 (15) 1.30 (0.66-2.58) 4% 3399
Overdominantni
TT+CC 82 (54.7) 49 (49) 1
TC 68 (45.3) 51 (51) 0.80 (0.48-1.32) 038 3397
Log-aditivni

- - 1.03 (0.72-1.48) 0.85 340.5

Tabela 34. Asocijacija genékie varijante rs2070744 sa rizikom za razvoj KP,ijgola
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa K#PH

s Broj bolesnika  Broj bolesnika o P
Geneticki model sa KP (%) sa BPH (%) OR (95% CI) vrednost AlC
Kodominantni
TT 54 (36) 57 (38) 1
TC 68 (45.3) 73 (48.7) 0.98 (0.60-1.62) 0.45  420.3
CcC 28 (18.7) 20 (13.3) 1.48 (0.75-2.93)
Dominantni
TT 54 (36) 57 (38) 1
TC + CC 96 (64) 93 (62) 1.09 (0.68-1.74) 072 4198
Recesivni
TT+TC 122 (81.3) 130 (86.7) 1
ccC 28 (18.7) 20 (13.3) 1.49 (0.80-2.79) 021 4183
Overdominantni
TT+CC 82 (54.7) 77 (51.3) 1
TC 68 (45.3) 73 (48.7) 0.87 (0.56-1.38)) 026 4196
Log-aditivni

- - - 1.16 (0.84-1.61) 0.36  419.1

Prilikom analize postojanja potencijalne asocigcigenetike varijante
rs2070744 sa rizikom za razvoj BPH nije dema statistki znaajna razlika u

ucestalostima genotipova navedene varijante kod biddessa BPH i kontrolne grupe
(tabela 35).
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Tabela 35. Asocijacija geng&kie varijante rs2070744 sa rizikom za razvoj BPH,
dobijena poréenjem distribucije genotipova kod bolesnika sa BRbintrolne grupe

ot Broj bolesnika  Broj kontrola o P
Geneti¢ki model sa BPH (%) (%) OR (95% ClI) vrednost AIC
Kodominantni
TT 57 (38) 34 (34) 1
TC 73 (48.7) 51 (51) 0.85(0.49-1.49) 0.8 342.1
cC 20 (13.3) 15 (15) 0.80 (0.36-1.76)
Dominantni
TT 57 (38) 34 (34) 1
TC +CC 93 (62) 66 (66) 0.84 (0.50-1.43) 0°2 3401
Recesivni
TT+TC 130 (86.7) 85 (85) 1
cc 20 (13.3) 15 (15) 0.87 (0.42-1.80) 071~ 3404
Overdominantni
TT +CC 77 (51.3) 49 (49) 1
TC 73 (48.7) 51 (51) 0.91 (0.55-1.51) 0.72 340.4

Log-aditivni
- - - 0.88 (0.61-1.28) 0.51 340.1

3.6.3.2.2. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipova anetike varijante

rs3918226 sa rizikom za razvoj KP

Sve tri ispitivane grupe uzoraka raspodelom gepwtpzadovoljavaju Hardi-
Vajnbergov princip ravnoteze.

Analiza asocijacije genelie varijante rs3918226 sa rizikom za razvoj KP nije
pokazala statistki znaajnu razliku u destalostima genotipova navedene geketi
varijante kod bolesnika sa KP i kontrolne grupééta 36), kao ni kod bolesnika sa KP
i BPH (tabela 37). Talde, za navedenu varijantu nije pokazana asocijaaijazikom
za razvoj BPH (tabela 38).
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Tabela 36. Asocijacija genékie varijante rs3918226 sa rizikom za razvoj KP,ijgola
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa KkBritrolne grupe

o Broj bolesnika Broj kontrola o P
Geneticki model sa KP (%) (%) OR (95% ClI) vrednost AIC
Kodominantni
CcC 130 (86.7) 85 (85) 1
CT 19 (12.7) 14 (14) 0.89 (0.42-1.86) 0.91 342.3
TT 1(0.7) 1(1) 0.65 (0.04-10.60)
Dominantni
CcC 130 (86.7) 85 (85) 1
CT+TT 20 (13.3) 15 (15) 0.87 (0.42-1.80) 0.71 3404
Recesivni
CC+TC 149 (99.3) 99 (99) 1
T 1(0.7) 1(1) 0.66 (0.04-10.75) 077 ~ 3404
Overdominantni
CC+TT 131 (87.3) 86 (86) 1
TC 19 (12.7) 14 (14) 0.89 (0.42-1.87) 76 3404
Log-aditivni

- - - 0.87 (0.45-1.69) 0.68 340.3

Tabela 37. Asocijacija genékie varijante rs3918226 sa rizikom za razvoj KP,ijgola
poreienjem distribucije genotipova kod bolesnika sa K#PH

s Broj bolesnika  Broj bolesnika o P
Geneticki model sa KP (%) sa BPH (%) OR (95% CI) vrednost AIC
Kodominantni
ccC 130 (86.7) 130 (86.7) 1
CT 19 (12.7) 20 (13.3) 0.95(0.48-1.86) 0.49 4205
TT 1(0.7) 0 (0) NA (0.00-NA)
Dominantni
CcC 130 (86.7) 130 (86.7) 1
CT +TT 20 (13.3) 20 (13.3) 1.00 (0.51-1.95) NA 4199
Recesivni
CC+TC 149 (99.3) 150 (100) 1
TT 1(0.7) 0 (0) NA (0.00-NA) 024 4185
Overdominantni
CC+TT 131 (87.3) 130 (86.7) 1
TC 19 (12.7) 20 (13.3) 0.94 (0.48-1.85) 286 ~ 419.9
Log-aditivni

- - - 1.05 (0.56-2.00) 0.87  419.9
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Tabela 38. Asocijacija geng&kie varijante rs3918226 sa rizikom za razvoj BPH,
dobijena poréenjem distribucije genotipova kod bolesnika sa BRbintrolne grupe

i Broj bolesnika  Broj kontrola o P
Geneti¢ki model sa BPH (%) (%) OR (95% CI) vrednost AlC
Kodominantni
CC 130 (86.7) 85 (85) 1
CT 20 (13.3) 14 (14) 0.93 (0.45-1.95) 0.39 340.6
TT 0 (0) 1(1) 0.00 (0.00-NA)
Dominantni
CC 130 (86.7) 85 (85) 1
CT+TT 20 (13.3) 15(15)  0.87 (0.42-1.80) O/t~ 3404
Recesivni
CC+TC 150 (100) 99 (99) 1
T 0(0) 1(1) 0.00 (0.00-Na) 018 3387
Overdominantni
CC+TT 130 (86.7) 86 (86) 1
TC 20 (13.3) 14 (14) 0.95 (0.45-1.97) 0.88 340.5

Log-aditivni
- - - 0.82 (0.41-1.63) 0.57 340.2

3.7. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipova stivanih genetickih

varijanti sa vrednostima standardnih prognostitkih parametara KP

Na osnhovu rezultata GWA studija, koje su seosda na evropske populacije,
izabrano je 13 gengkih varijanti u regionima 7936, 8924 i 17912 zaek® izvrSena
analiza asocijacije alela i genotipova sa vrednustistandardnih progno&tih
parametara KP u grupi bolesnika sa teritorije RékebSrbije. Kao standardni
prognosttki parametri KP u ovom radu koésni su serumske vrednosti PSA, GGS |

klini¢ki stadijum KP odréivan po TNM klasifikaciji.

3.7.1. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipovaspitivanih genetiékih
varijanti u regionu 8g24 sa vrednostima standardnih prognosti¢kih

parametara KP

Za genetike varijante rs1447295, rs4242382, rs6983267, &30 |
rs7837688 locirane u regionu 8024 nije pokazanaciasfja sa standardnim
prognosttkim parametrima KP. U svim sporovedenim testovinsacgacije za tri
razlicita genettka modela dobijene sWP vrednosti vée od 0.1. Takde, u

mnogobrojnim poréenjima statistike tabele sadrzale su vise od 20% polja sa
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oc¢ekivanim vrednostima daestalosti genotipova manjim od 5 za kodominantni i
recesivni model (tabele 39-43). Naime, prema Caotloraom pravilu, ukoliko u
statisttkim tabelama &ekivanih @&estalosti genotipova vise od 20% polja ima vrednost
manju od 5 ili makar jedno polje sadrzi vrednostnmaod 1, ne prepotuje se
koris¢enje x2 testa u powenju razlika destalosti genotipova iznde razlgitin grupa
ispitanika (205).

Tabela 39. Asocijacija genékie varijante rs1447295 sa standardnim progékisti
parametrima KP

Standardni rs1447295
prognostieki Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
parametri CC CA AA  (kodominantan) (dominantan), (recesivan)
Serumski PSA (ng/ml)
<10 27 22 0
10-20 25 12 2 0.326, 0.610 0.599
>20 34 27 1
T stadijum
T1 15 14 0
T2 44 25 2 0.66%, 0.542 0.659
T3iT4 27 22 1
GGS
<7 37 32 2
=7 36 20 1 0.707%, 0.447 0.70¢
>7 13 9 0

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju miagasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom
p ViSe od 20% polja u tabeli im&ekivane vrednosti manje od 5
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Tabela 40. Asocijacija geng&kie varijante rs4242382 sa standardnim progékisti
parametrima KP

Standardni rs4242382
prognosticki Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
parametri GG GA AA  (kodominantni)  (dominantni),  (recesivni)
Serumski PSA (ng/ml)
<10 34 15 0
10-20 31 7 1 0.45% 0.347 0.563
>20 41 20 1
T stadijum
T1 24 5 0
T2 47 23 1 0.55Q 0.254 0.754
T3iT4 35 14 1
GGS
<7 51 19 1
=7 38 18 1 0.883, 0.622 0.828
>7 17 5 0

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju miagasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom
p ViSe od 20%elija u tabeli ima téekivane vrednosti manje od 5

Tabela 41. Asocijacija geng&kie varijante rs6983267 sa standardnim progékisti
parametrima KP

Standardni rs6983267
prognosticki Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
parametri GG GT TT  (kodominantni) (dominantni),  (recesivni)
Serumski PSA (ng/ml)
<10 15 26 8
10-20 15 22 2 0.561 0.694 0.258
>20 23 32 7
T stadijum
T1 9 18 2
T2 27 33 11 0.456 0.779 0.310
T3iT4 17 29 4
GGS
<7 23 35 7
=7 20 31 6 0.580 0.291 0.602
>7 4 14 4

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju m@gasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom
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Tabela 42. Asocijacija gengkie varijante rs7017300 sa standardnim progékisti
parametrima KP

Standardni rs7017300
prognosticki Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
parametri AA AC CC  (kodominantni)  (dominantni),  (recesivni)
Serumski PSA (ng/ml)
<10 32 15 2
10-20 27 11 1 0.992 0.921 0.924
>20 41 19 2
T stadijum
T1 22 6 1
T2 44 26 1 0.329 0.397 0.383
T3iT4 34 13 3
GGS
<7 47 21 3
=7 38 17 2 0.918, 0.787 0.62p
>7 15 7 0

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju miagasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom
p ViSe od 20%elija u tabeli ima téekivane vrednosti manje od 5

Tabela 43. Asocijacija geng&kie varijante rs7837688 sa standardnim progékisti
parametrima KP

Standardni rs7837688
prognostieki Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
parametri GG GT TT (kodominantni)  (dominantni), (recesivni),
Serumski PSA (ng/ml)
<10 34 14 1
10-20 28 11 0 0.80G, 0.606 0.68¢
>20 39 22 1
T stadijum
T1 22 6 1
T2 46 25 0 0.423 0.546 0.34¢
T3iT4 33 16 1
GGS
<7 50 21 0
=7 36 20 1 0.49% 0.681 0.251
>7 15 6 1

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju miagasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom
p ViSe od 20%elija u tabeli ima éekivane vrednosti manje od 5
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3.7.2. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipova ptivanih genetickih
varijanti u regionu 17912 sa vrednostima standardrii prognostickih

parametara KP

3.7.2.1.Rezultati analiza asocijacije alela i genipbva genettke varijante

rs7501939 sa vrednostima standardnih prognoskih parametara KP

lzmedu grupa bolesnika sa KP formiranih na osnovu vretinstandardnih
prognosttkih parametara nisu uidene statistki znatajne razlike u distribucijama

genotipova genetke varijante rs7501939 (tabela 44).

Tabela 44. Asocijacija genékie varijante rs7501939 sa standardnim progékisti
parametrima KP

Standardni rs7501939
prognostieki Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
parametri CC CT TT  (kodominantni)  (dominantni), (recesivni),
Serumski PSA (ng/ml)
<10 21 25 3
10-20 18 14 7 0.46 0.36 0.62
>20 32 24 6
T stadijum
T1 13 11 4
T2 32 32 8 0.65 0.55 0.38
T3iT4 26 20 4
GGS
<7 34 28 9
=7 24 29 4 0.88 0.62 0.78
>7 13 6 3

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju miagasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom

3.7.2.2.Rezultati analiza asocijacije alela i genipbva genettke varijante

rs3760511 sa vrednostima standardnih prognoskih parametara KP

Za genetiku varijantu rs3760511 pokazana je asocijacija daSGkao
standardnim prognogkim parametrom KP, pkemu je statistka zn&ajnost dobijena
za kodominantni i recesivni gengéi model @ = 0.0092 iP = 0.0039, redom) (tabela
45).
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Tabela 45. Asocijacija gengkie varijante rs3760511 sa standardnim progékisti
parametrima KP

Standardni rs3760511
prognosticki Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
parametri TT TG GG  (kodominantni)  (dominantni), (recesivni),
Serumski PSA (ng/ml)
<10 23 21 5
10-20 19 14 6 0.86 0.84 0.67
>20 28 29 5
T stadijum
T1 13 10 5
T2 37 29 6 0.38 0.45 0.38
T3iT4 20 25 5
GGS
<7 33 24 14
=7 27 29 1 0. 0092 0.98 0.0039
>7 10 11 1

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju miagasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom

Porelenjem westalosti genotipova kod bolesnika sa zbirnim @ligpadusom
<7 i =7 pokazana je asocijacija getkd varijante rs3760511 sa vrednostima GGS.
Recesivni model, koji najbolje opisuje deme razlike prema AIC skoru, pokazuje da
bolesnici sa KP koji poseduju genotip GG gefketivarijante rs3760511 imaju oko 14
puta maniji rizik za dobijanje KRiji GGS iznosi 7, u odnosu na bolesnike koji su
nosioci alela TR = 0.0006, OR= 0.07, 95%CI 0.01-0.71) (tabela 46).

Poreienje raspodela genotipova kod KP bolesnika sa GGE>Z nije ukazalo
na postojanje asocijacije gerd&e varijante rs3760511 sa GGS. Ipak, recesivni mode
koji prema AIC skoru najbolje opisuje tene razlike, pokazuje stati&ti trend
asocijacije genotipa GG ove gerkg varijante sa GGS >P(= 0.06, OR= 0.19,

95%Cl 0.02-1.57) (tabela 47).
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Tabela 46. Asocijacija geng&kie varijante rs3760511 sa GGS, dobijena ¢emgem
distribucije genotipova kod bolesnika sa zbirnins@h gradusom <7 i =7

Geneticki model GGS OR (95% Cl)  Pvrednost AIC
<7 =7

Kodominantni

T 33 (46.5) 27 (47.4) 1
TG 24 (33.8) 29(50.9)  1.48(0.70-3.10) 0.0015  168.9
GG 14 (19.7) 1(1.8) 0.09 (0.01-0.71)
Dominantni,
T 33 (46.5) 27 (47.4) 1
TG + GG 38 (53.5) 30(52.6)  0.96(0.48-1.94) 092 179.9
Recesivnj
TT + TG 57 (80.3) 56 (98.2) 1 6 168
GG 14 (19.7) 1(1.8) 0.07 (0.01-0.57)

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju miagasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom

Tabela 47. Asocijacija geng&kie varijante rs3760511 sa GGS, dobijena ¢pemgem
distribucije genotipova kod bolesnika sa zbirnins@h gradusom <7 i >7

P
Geneticki model GGS OR (95% Cl) AIC
vrednost

<7 >7

Kodominantni

T 33 (46.5) 10 (45.5%) 1
TG 24 (33.8) 11 (50%)  1.51(055-4.13) 012  103.6
GG 14 (19.7) 1(4.5) 0.24 (0.03-2.02)
Dominantnj,
T 33 (46.5) 10 (45.5%) 1
TG + GG 38 (53.5) 12 (545)  1.04(0.40-2.72) %93 1058
Recesivni
TT+TG 57 (80.3) 21 (95.5) 1
GG 14 (19.7) 1(4.5) 0.19 (0.02-1.57) 206 168

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju m@gasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom

Nije utvrdena statistki znaajna razlika u testalostima genotipova geridie
varijante rs3760511 kod bolesnika sa GGS = 7 italiela 48).
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Tabela 48. Asocijacija geng&kie varijante rs3760511 sa GGS, dobijena ¢emgem
distribucije genotipova kod bolesnika sa zbirnins@h gradusom =7 i >7

Geneticki model GGS OR (95% Cl) P AIC
vrednost
=7 >7
Kodominantni
TT 27 (47.4) 10 (45.5%) 1
TG 29 (50.9) 11 (50%) 1.02 (0.38-2.80) 0.8 109
GG 1(1.8) 1(4.5) 2.70 (0.15-47.39)
Dominantnj,
TT 27 (47.4) 10 (45.5%) 1 0.88 97.4
TG + GG 30 (52.6) 12 (54.5) 1.08 (0.40-2.90) '
Recesivni
TT+TG 56 (98.2) 21 (95.5) 1 05 97
GG 1(1.8) 1(4.5) 2.67 (0.16-44.60) '

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju m@gasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom
p ViSe od 20%selija u tabeli ima ®ekivane vrednosti manje od 5

3.7.3. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipovaspitivanih genetickih
varijanti u regionu 7g36 sa vrednostima standardnih prognosti¢kih

parametara KP

3.7.3.1. Rezultati analiza asocijacije alela i getipova genetitke varijante

rs1799983 sa vrednostima standardnih prognoskih parametara KP

Genettka varijanta rs1799983 asocirana je sa serumskeanastima PSAR =
0.038, za kodominantni modé&t;= 0.018, za dominantni model) (tabela 49).

Poreienje raspodela genotipova kod bolesnika sa KPik@ju serumski nivo
PSA <10 ng/ml i 10-20 ng/mhije pokazalo asocijaciju SNV rs1799983 sa navedeni
prognostékim parametrom KP (tabela 50). S druge strane, den& asocijacija je
ustanovljena porenjem destalosti genotipova rs1799983 kod bolesnika sarsskim
nivoom PSA< 10 ng/ml i> 20 ng/ml. Kada je podrazumevan dominantni gékieti
model, koji prema AIC skoru najbolje opisujec¢eae razlike, pokazano da bolesnici sa
KP koji su nosioci alela T analizirane getké varijante imaju viSe nego upola manji
rizik da im vrednosti serumske PSA budu viSe ochg80nl, u odnosu na bolesnike sa

genotipom GGPF = 0.018, OR= 0.40, 95%CI 0.19-0.86) (tabela 51).
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Tabela 49. Asocijacija geng&kie varijante rs1799983 sa standardnim progékisti
parametrima KP

Standardni rs1799983
prognosticki Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
parametri GG GT TT  (kodominantni)  (dominantni),  (recesivni}
Serumski PSA (ng/ml)
<10 19 25 5
10-20 19 18 2 0.038 0.018 0.13
>20 38 22 2
T stadijum
T1 13 13 2
T2 33 32 7 0.17 0.18 0.11
T3iT4 30 20 0
GGS
<7 33 34 4
=7 30 22 5 0.54 0.27 0.61
>7 13 9 0

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju miagasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom

Tabela 50. Asocijacija geng&kie varijante rs1799983 sa serumskim vrednostima, PSA
dobijena poréenjem distribucija genotipova kod bolesnika sammskim PSA<10
ng/ml i 10-20 ng/ml

Genetieki model Serumski PSA (ng/ml) OR (95% Cl) P AIC
vrednost
<10 10-20
Kodominantni
GG 19 (38.8%) 19 (48.7%) 1
GT 25 (51%) 18 (46.1%) 0.72 (0.30-1.73) 0.51 125.2
TT 5 (10.2%) 2 (5.1%) 0.40 (0.07-2.32)
Dominantnj
GG 19 (38.8%) 10 (45.5%) 1 0.35 124
GT+TT 30 (61.2) 12 (54.5) 0.67 (0.28-1.56) -
Recesivnj
GG +GT 44 (89.8) 21 (95.5) 1
T 5 (10.2%) 1(4.5) 0.48 (0.09-2.60) 037 1241

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju miagasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom
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Tabela 51. Asocijacija geng&kie varijante rs1799983 sa serumskim vrednostima, PSA
dobijena poréenjem distribucija genotipova kod bolesnika sammskim PSA< 10
ng/ml i> 20 ng/ml

: P
Geneticki model Serumski PSA (ng/ml) OR (95% Cl) AIC
vrednost

<10 > 20

Kodominantni

GG 19 (38.8%) 38 (61.3%) 1
GT 25 (51%) 22 (35.5%)  0.44(0.20-0.97) 004  151.9
T 5 (10.2%) 2(32%)  0.20 (0.04-1.13)
Dominantni,

GG 10 (38.8%) 38 (61.3%) 1

GT+TT 30(612)  24(38.7%)  0.40 (0.19-0.86) 018 15038

Recesivni,

GG + GT 44 (89.8) 60 (96.8%) 1
T 5 (10.2%) 2(32%)  0.29(0.05-158 013 1541

2 dominantni i recesivni modeli podrazumevaju magasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom

Kada je poréena westalost genotipova kod KP bolesnika sa serumskaf P
10-20 ng/ml i> 20 ng/ml nije ututena asocijacija geneékie varijante rs1799983 sa

serumskim vrednostima PSA (tabela 52).

Tabela 52. Asocijacija genekie varijante rs1799983 sa serumskim vrednostima, PSA
dobijena poréenjem distribucija genotipova kod bolesnika sammskim PSA 10-20
ng/ml i> 20 ng/ml

: P
Geneticki model Serumski PSA (ng/ml) OR (95% Cl) AIC
vrednost

10-20 ng/ml > 20

Kodominantni

GG 19 (48.7%) 38 (61.3%) 1
GT 18 (46.1%) 22 (35.5%) 0.61 (0.27-1.40) 0.46 139.2
TT 2 (5.1%) 2 (3.2%) 0.50 (0.07-3.83)
Dominantnj
GG 10 (45.5%) 38 (61.3%) 1 0.22 1372
GT+TT 12 (54.5) 24 (38.7%) 0.60 (0.27-1.35) '
Recesivniy
GG +GT 21 (95.5) 60 (96.8%) 1
TT 1(4.5) 2 (3.2%) 0.62 (0.08-4.57) 0.64p 1385

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju m@gasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom
p ViSe od 20%selija u tabeli ima ®ekivane vrednosti manje od 5
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3.7.3.2. Rezultati analiza asocijacije alela i getipova ispitivanih genetiékih
varijanti u promotorskom regionu gena NOS3 sa vrednostima

standardnih prognostickin parametara KP

3.7.3.2.1. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipova eneticke varijante
rs2070744 sa vrednostima standardnih prognoskih parametara

KP

Za genetiku varijantu rs2070744 nije pokazana asocijacija sa vrednostima

standardnih prognogtih parametara KP (tabela 53).

Tabela 53. Asocijacija genékie varijante rs2070744 sa standardnim progékisti
parametrima KP

Standardni rs2070744
prognostieki Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
parametri TT TC CC  (kodominantni)  (dominantni),  (recesivni)y
Serumski PSA (ng/ml)
<10 16 25 8
10-20 12 21 6 0.24 0.29 0.38
>20 26 22 14
T stadijum
T1 10 14 4
T2 22 33 17 0.62 0.33 0.74
T3iT4 22 21 7
GGS
<7 26 35 10
=7 19 26 12 0.25 0.88 0.13
>7 9 7 6

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju miagasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom

3.7.3.2.2. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipova eneticke varijante
rs3918226 sa vrednostima standardnih prognoskih parametara

KP

Za genetiku varijantu rs3918226 nije pokazana asocijacijassmndardnim

prognosttkim parametrima KP. Statigki trend asocijacije dostignut je u analizi
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asocijacije navedene gertée varijante sa kligkim T stadijumom lokalizovanog KP
(P = 0.094 za dominantni model) (tabela 54).

Tabela 54. Asocijacija genékie varijante rs3918226 sa standardnim progékisti
parametrima KP

_ rs3918226
psrgagnndoasrt(ijérll(li Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
parametri CcC CT TT  (kodominantni)  (dominantni), (recesivni)y,
Serumski PSA (ng/ml)
<10 40 8 1
10-20 33 6 0 0.18, 0.11 0.2}
> 20 57 5 0
T stadijum
T1 23 5 0
T2 60 11 1 0.25 0.094 0.84
T3iT4 47 3 0
GGS
<7 61 10 0
=7 48 8 1 0.58, 0.41 0.6%
>7 21 1 0

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju m@gasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom
p ViSe od 20%selija u tabeli ima ®ekivane vrednosti manje od 5

3.8. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipovaspitivanih genetitkih

varijanti sa rizikom za progresiju KP

Na osnovu rezultata GWA studija, koje su se odros#é evropske populacije,
izabrano je 13 gengkih varijanti u regionima 7936, 8924 i 17912 zaek® izvrSena
analiza asocijacije alela i genotipova sa rizikcanprogresiju KP u grupi bolesnika sa
teritorije Republike Srbije. Za procenu rizika zegresiju KP korigeni su parametri
definisani od stran®'Amicoi saradnika (192), kao i oni definisani od striedeiros
a i saradnika (182). U okviru ispitivanja asocijagigenotipova analiziranih gengkih
varijanti sa rizikom za progresiju KP posebno jpitigana i mogda asocijacija

genettkih varijanti sa prisustvom ili odsustvom metastaza
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3.8.1. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipovaspitivanih genetiékih

varijanti u regionu 8924 sa rizikom za progresiju KP

Za alele i gentipove gene&kih varijanti rs1447295, rs4242382, rs6983267,
rs7017300 i rs7837688 nije pokazana asocijacijezdeom za progresiju KP. U svim

sporovedenim testovima asocijacije za tri tatdi geneitka modela dobijene s&
vrednosti vée od 0.1. Takiée, u mnogobrojnim podenjima statistike tabele sadrzale
su viSse od 20% polja sacekivanim vrednostima manjim od 5 za kodominantni i

recesivni model (tabele 55-59).

Tabela 55. Asocijacija genekie varijante rs1447295 sa rizikom za progresiju KP

Rizik za rs1447295
progresiju Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
CC CA AA  (kodominantan) (dominantan), (recesivan)

Rizik za progresijgl

Nizak 6 8 Q

Sredniji 35 18 2 0.392 0.333 0.527
Visok 45 35 1

Rizik za progresijy
Nizak 32 21 2
Visok 54 40 1 0.521 0.873 0.276
Metastaze
Odsutne 29 25 1
Prisutne 57 36 2 0.662 0.385 0.904

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju magasocijaciju manje destalih alela sa rizikom za
progresiju KP

b premabD Amico et al.

¢ VisSe od 20%elija u tabeli ima dekivane vrednosti manje od 5

4 premaMedeiros et al.
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Tabela 56. Asocijacija gengkie varijante rs4242382 sa rizikom za progresiju KP

rs4242382
Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
GG GA AA (kodominantni) (dominantni), (recesivni),

Rizik za progresijgl

Rizik za
progresiju

Nizak 11 3 0
Srednji 39 15 1 0.946 0.773 0.864

Visok 56 24 1

Rizik za progresijy

Nizak 41 13 1

Visok 65 20 1 0.629 0.427 0.694
Metastaze

Odsutne 37 17 1

Prisutne 69 25 1 0.573 0.487 0.694

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju magasocijaciju manje destalih alela sa rizikom za
progresiju KP

b premaD Amico et al.

¢ vViSe od 20%selija u tabeli ima dekivane vrednosti manje od 5

4 premaMedeiros et al.

Tabela 57. Asocijacija genekie varijante rs6983267 sa rizikom za progresiju KP

rs6983267
Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
GG GT TT  (kodominantni) (dominantni),  (recesivni)

Rizik za progresijgl

Rizik za
progresiju

Nizak 5 7 2

Srednji 20 28 7 0.969 0.977 0.819
Visok 28 45 8

Rizik za progresiju
Nizak 23 24 8
Visok 30 56 9 0.187 0.206 0.345
Metastaze
Odsutne 5 31 19
Prisutne 12 49 34 0.760 0.510 0.878

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju magasocijaciju manje destalih alela sa rizikom za
progresiju KP

b premabD Amico et al.

< premaMedeiros et al.
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Tabela 58. Asocijacija geneke varijante rs7017300 rizikom za progresiju KP

rs7017300

Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
AA AC CC (kodominantni)  (dominantni), (recesivni),

Rizik za progresijgl

Rizik za
progresiju

Nizak 10 4 0

Srednj 36 17 2 0.962 0.914 0.766
Visok 54 24 3

Rizik za progresijy
Nizak 38 16 1
Visok 62 29 4 0.70% 0.632 0.432
Metastaze
Odsutne 36 16 3
Prisutne 64 29 2 0.54% 0.811 0.271

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju magasocijaciju manje destalih alela sa rizikom za
progresiju KP

b premaD Amico et al.

¢ vViSe od 20%selija u tabeli ima dekivane vrednosti manje od 5

4 premaMedeiros et al.

Tabela 59. Asocijacija gengkie varijante rs7837688 sa rizikom za progresiju KP

rs7837688

Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
GG GT TT  (kodominantni)  (dominantni), (recesivni),

Rizik za progresijgl

Rizik za
progresiju

Nizak 11 3 0

Sredniji 38 17 0 0.617 0.537 0.422
Visok 52 27 2

Rizik za progresijyl
Nizak 41 14 0
Visok 60 33 5 0.248 0.152 0.279
Metastaze
Odsutne 35 19 1
Prisutne 66 28 1 0.735% 0.463 0.694

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju magasocijaciju manje destalih alela sa rizikom za
progresiju KP

b premaD Amico et al.

¢ vViSe od 20%elija u tabeli ima dekivane vrednosti manje od 5

4 premaMedeiros et al.
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3.8.2. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipovaspitivanih genetiékih

varijanti u regionu 17q12 sa rizikom za progresijuKP

3.8.2.1. Rezultati analiza asocijacije alela i getipova genettke varijante

rs7501939 sa rizikom za progresiju KP

Izmeiu grupa bolesnika sa KP formiranih na osnovu rizzkaprogresiju KP
nisu utvdene statistki znaajne razlike u distribucijama genotipova getledi
varijante rs7501939. Miaitim, porelenjem @estalosti genotipova navedene getketi
varijante kod bolesnika sa visokim i niskim rizikoma progresiju KP prema
preporukamaviedeirosa i saradnika dobijen je statidti trend zn&ajnosti za recesivni

model asocijacijeR = 0.092) (tabela 60).

Tabela 60. Asocijacija gengkie varijante rs7501939 sa rizikom za progresiju KP

Rizik za rs7501939
progresiju Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
CC CT TT  (kodominantni)  (dominantni), (recesivni),

Rizik za progresijgl

Nizak 8 4 2
Srednji 21 27 7 0.66 0.57 0.39
Visok 42 32 7
Rizik za progresiju
Nizak 26 20 9
Visok 45 43 7 0.2 0.99 0.092
Metastaze
Odsutne 43 40 12
Prisutne 28 23 4 0.54 0.5 0.29

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju magasocijaciju manje destalih alela sa rizikom za
progresiju KP

b premaD Amico et al.

< premaMedeiros et al.

3.8.2.2. Rezultati analiza asocijacije alela i getipova genettke varijante

rs3760511 sa rizikom za progresiju KP

Utvrdena je asocijacija genétie varijante rs3760511 sa rizikom za progresiju
KP definisanim prema kriterjumMedeirosa i saradnika po kodominantnom modelu

nasletivanja P = 0.022, ORg = 2.25, 95%CI 1.08-4.71, QR = 0.58, 95%CI 0.20-
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1.74), a statistki trend zn#&ajnosti zabelezen je za recesivni modek(0.092, OR=

0.41, 95%Cl 0.14-1.16) (tabela 61).

Tabela 61. Asocijacija genekie varijante rs3760511 sa rizikom za progresiju KP

Rizik za - rs3760511
progresiju Genotipovi P vre_dnost _ P vr_ednos_t P vred_nost
TT TG GG (kodominantni)  (dominantni), (recesivni),
Rizik za progresijuy
Nizak 6 4 4
Srednji 28 22 5 0.17 0.75 0.097
Visok 36 38 7
Rizik za progresiju,
Nizak 30 16 9
Visok 40 48 7 0.022 0.14 0.092
Metastaze
Odsutne 48 36 11
Prisutne 22 28 5 03 0.21 0.63

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju magasocijaciju manje destalih alela sa rizikom za

progresiju KP
b premaD Amico et al.
< premaMedeiros et al.

Tabela 62. Asocijacija genekie varijante rs3760511 sa rizikom za progresiju KP
definisanom prema kriterijjumimdedeirosa i saradnika

Medeirosi saradnici OR (95% Cl) P AlC

Genetiéki model
vrednost

Nizak rizik Visok rizik

Kodominantni
TT 30 (54.5%) 40 (42.1%) 1
16 (29.1%) 48 (50.5%) 2.25 (1.08-4.71) 0.022 195.5

TG
GG 9 (16.4%) 7 (7.4%) 0.58 (0.20-1.74)
Dominantni,
TT 30 (54.5%) 40 (42.1%) 1 0.14 199
TG + GG 25 (45.5%) 55 (57.9%) 1.65 (0.85-3.22)
Recesivnj
TT+TG 46 (83.6%) 88 (92.6%) 1
GG 9 (16.4%) 7(7.4%)  041(0.14-1.16) 092 1983

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju m@gasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom

Prema kodominantnom modelu, bolesnici sa KP kogepoju genotip TG
genetéke varijante rs3760511 imaju 2.25 putadiveizik za progresiju KP prema
kriterjumima Medeirosa i saradnika, u odnosu na bolesnike sa genotipdntabela

62). Pored toga, statigki trend dostignut je i u analizi asocijacije getled varijante
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rs3760511 sa rizikom za progresiju KP alin@m prema kriterijumuD Amico i

saradnika po recesivnom gekktm modelu P = 0.097) (tabela 61).

3.8.3. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipovaspitivanih genetickih

varijanti u regionu 7q36 sa rizikom za progresiju KP

3.8.3.1. Rezultati analiza asocijacije alela i getipova genetitke varijante

rs1799983 sa rizikom za progresiju KP

Za genetiku varijantu rs1799983 nije pokazana asocijacija sa rizikom za
progresiju KP. Mdutim, pokazan je i statiski trend asocijacije navedene getkd
varijante sa rizikom za progresiju KP prema krjtariu D"Amicoi saradnika® = 0.081
za dominantni model), kao i sa pojavom metast&a (0.074 za recesivni model)

(tabela 63).

Tabela 63. Asocijacija genekie varijante rs1799983 sa rizikom za progresiju KP

rs1799983
Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
GG GT TT (kodominantni)  (dominantni), (recesivni),

Rizik za progresijgl

Rizik za
progresiju

Nizak 5 8 1
Srednji 25 25 5 0.18 0.081 0.29
Visok 46 32 3
Rizik za progresiju
Nizak 24 27 4
Visok 52 38 5 0.42 0.19 0.62
Metastaze
Odsutne 45 42 8
Prisutne 31 23 1 0.16 0.29 0.074

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju magasocijaciju manje destalih alela sa rizikom za
progresiju KP

b premabD Amico et al.

< premaMedeiros et al.
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3.8.3.2. Rezultati analiza asocijacije alela i getipova ispitivanih genetiékih
varijanti u promotorskom regionu gena NOS3sa rizikom za progresiju

KP

3.8.3.2.1. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipova eneticke varijante

rs2070744 sa rizikom za progresiju KP

Za genettku varijantu rs2070744 nije pokazana asocijacija sa rizikom za
progresiju KP. Médutim, ustanovljen je trend asocijacije ispitivarengttke varijante

sa pojavom metastaza za dominantni gekietnodel @ = 0.068) (tabela 64).

Tabela 64. Asocijacija genekie varijante rs2070744 sa rizikom za progresiju KP

Rizik za - rs2070744
progresiju Genotipovi P vre_dnost _ P vr_ednos_t P vred_nost
TT TC CC  (kodominantni) (dominantni),  (recesivni)
Rizik za progresijgl
Nizak 5 8 1
Srednji 14 30 11 0.11 0.13 0.43
Visok 35 30 16
Rizik za progresiju
Nizak 18 28 9
Visok 36 40 19 0.58 0.52 0.58
Metastaze
Odsutne 29 46 20
Prisutne 25 29 3 0.18 0.068 0.32

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju magasocijaciju manje destalih alela sa rizikom za

progresiju KP
b premabD Amico et al.
< premaMedeiros et al.

3.8.3.2.2. Rezultati analiza asocijacije alela i genotipova geticke varijante

rs3918226 sa rizikom za progresiju KP

Za genetiku varijantu rs3918226 pokazana je asocijacija iggkom za
progresiju KP procenjenom prema kriterijuniAmico i saradnika P = 0.031 za
dominantni model), kao i sa prisustvom metastaabe(d 65). Poenjem westalosti
genotipova rs3918226 kod grupa bolesnika sa KRs&ami srednjim rizikom, kao i sa
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niskim i visokim rizikom za progresiju bolesti nisiobijeni statistiki znatajni rezultati
(tabele 66 i 67).

Tabela 65. Asocijacija genekie varijante rs3918226 sa rizikom za progresiju KP

Rizik za rs3918226

progresiju Genotipovi P vrednost P vrednost P vrednost
CC CT TT (kodominantni) (dominantni),  (recesivni)y

Rizik za progresiju,

Nizak 12 2 0

Srednji 42 121 0.09% 0.031 05
Visok 76 5 0

Rizik za progresijug
Nizak 45 9 1
Visok 85 10 0 0.2% 0.19 0.16
Metastaze
Odsutne 78 16 1
Prisutne 52 3 0 0.06% 0.022 0.34

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju magasocijaciju manje destalih alela sa rizikom za
progresiju KP

b premaD Amico et al.

¢ VisSe od 20%elija u tabeli ima dekivane vrednosti manje od 5

JspremaMedeiros et al.

Tabela 66. Asocijacija genékie varijante rs3918226 sa rizikom za progresiju KP,
dobijena poréenjem frekvencija genotipova kod grupa bolesnikaiskim i srednjim
rizikom za progresiju KP procenjenim prema kritemju D" Amicoi saradnika

N . . .. P
Geneticki model D" Amicoi saradnici OR (95% Cl) AIC
vrednost

Nizak rizik Sredniji rizik

Kodominantni

CcC 12 (85.7%) 42 (76.4%) 1
CT 2 (14.3%) 12 (21.8%) 1.71 (0.34-8.74) 0.63 74.7
TT 0 (0%) 1 (1.8%) NA (0.00-NA)
Dominantnj
CC 12 (85.7%) 42 (76.4%) 1 0.43 73
CT+TT 2 (14.3%) 13 (23.6%) 1.86 (0.37-9.39)
Recesivnj
CC+CT 14 (100%) 54 (98.2%) 1 05, 731
TT 0 (0%) 1 (1.8%) NA (0.00-NA) ' '

a ViSe od 20%elija u tabeli ima dekivane vrednosti manje od 5
p dominantni i recesivni modeli podrazumevaju mégasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom
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Tabela 67. Asocijacija geng&kie varijante rs3918226 sa rizikom za progresiju KP,
dobijena poréenjem frekvencija genotipova kod grupa bolesnikaisiim i visokim
rizikom za progresiju KP procenjenim prema kritemiju D" Amicoi saradnika

N . . .. P
Geneticki model D" Amicoi saradnici OR (95% Cl) AIC
vrednost

Nizak rizik Visok rizik

Kodominantni

CcC 12 (85.7%) 76 (93.8%) 1
CT 2 (14.3%) 5 (6.2%) 0.39 (0.07-2.27) 0.33 82.5
TT 0 (0%) 0 (0%) NA (0.00-NA)
Dominantnj
CC 12 (85.7%) 76 (93.8%) 1 033 825
CT+TT 2 (14.3%) 5 (6.2%) 0.39 (0.07-2.27) ' ‘
Recesivnj
CC+CT 14 (100%) 81 (100%) 1 1 )
TT 0 (0%) 0 (0%) NA (0.00-NA) a

2 ViSe od 20%elija u tabeli ima dekivane vrednosti manje od 5
p dominantni i recesivni modeli podrazumevaju magasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom

Medutim, kada su upodene navedenecastalosti u grupama bolesnika sa
srednjim i visokim rizikom za progresiju KP, progemo je da, prema dominantnom
modelu, bolesnici nosioci alela T imaju pet putai mizik da razviju agresivnu formu
KP prema kriterijumuD Amicoi saradnika, u odnosu na muskarce sa homozigotnim
genotipom CCR = 0.0033, OR =0.21, 95%CI 0.07-0.64) (tabela 68).

Takaie, ustanovljena je statiski znaajna razlika u raspodeli genotipova
genettke varijante rs3918226 izrte grupa bolesnika sa KP formiranih na osnovu
prisustva, odnosno odsustva metastaza, kada jezodevan dominantni gengdi
model P = 0.022). Manje &estali alel T ima protektivnu ulogu za pojavu m&taa kod
KP. Bolesnici sa KP koji su nosioci alela T imajetiri puta manju rizik od pojave
metastaza u odnosu na bolesnike sa genotipom CCH@R6, 95%CI 0.07-0.95)
(tabela 69).
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Tabela 68. Asocijacija gengkie varijante rs3918226 sa rizikom za progresiju KP,
dobijena poréenjem frekvencija genotipova kod grupa bolesnikarsdnjim i visokim
rizikom za progresiju KP procenjenim prema kritemiju D" Amicoi saradnika

N . . .. P
Geneticki model D Amicoi saradnici OR (95% Cl) AIC
o ] o vrednost
Srednji rizik Visok rizik
Kodominantni
CcC 42 (76.4%) 76 (93.8%) 1
CT 12 (21.8%) 5 (6.2%) 0.23 (0.08-0.70) 0.0096 180.2
TT 1(1.8%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
Dominantni,
cC 42 (76.4%) 76 (93.8%) 1
CT+TT 13(236%)  5(6.2%)  0.21(0.07-0.64) 00033 1789
Recesivnj,
CC+CT 54 (98.2%) 81 (100%) 1
T 1 (1.8%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)  O1& 1857

adominantni i recesivni modeli podrazumevaju miagasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom

pViSe od 20%elija u tabeli ima téekivane vrednosti manje od 5

Tabela 69. Asocijacija gengkie varijante rs3918226 sa pojavom metastaza

Metastaze =
Geneticki model OR (95% CI) dnost AIC
Odsutne Prisutne Vreanos
Kodominantni
CC 78 (82.1%9 52 (94.5%) 1
CT 16 (16.8%) 3 (5.5%) 0.28 (0.08-1.01) 0.061, 197.6
TT 1 (1.1%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
Dominantniy,
cc 78 (82.1%) 52 (94.5%) 1
CT+TT 17 (17.9%)  3(55%)  0.26(0.07-095 0922 1959
Recesivnj,
CC+CT 94 (98.9%) 55 (100%) 1
T 1(1.1%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA) 034 2002

aViSe od 20%selija u tabeli ima dekivane vrednosti manje od 5

p dominantni i recesivni modeli podrazumevaju mégasocijaciju manjedestalih alela sa standardnim
prognosttkim parametrom
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4.  Diskusija

Maligne bolesti su, posle kardiovaskularnih bolegtavni uzoénici smrti u
Evropi. Procenjuje se da je svaka peta smrt u Ewppkovana malignim bolestima.
Medu njima najeXe su karcinom dojke, pta, prostate, jajnika i debelog creva (206).
U Evropi je 2008. godine dijagnostikovano 382,000vih slwajeva KP (207).
EpidemioloSke procenea Sjedinjene Ameike Drzave pokazuju dée jedan od Sest
musSkaraca tokom Zivota oboleti od KE8). Svetska zdravstvena organizacija objavila
je zabrinjavajdu prognozu o pov@nju novodijagnostikovanih slgjeva malignih
bolesti u svetu sa 10 miliona u 2000. godini nariltona 2020. godine (209).

Epidemioloska, klinkka i molekularno-bioloSka ispitivanja pokazuju da
prevencija i dalje predstavlja glavnu strategijibarbi protiv incidence i mortaliteta
malignih bolesti. Medicinski pristup prevenciji padumeva molekularno-bioloska
istrazivanja genetkih izmena icelijskih procesa odgovornih za inicijaciju i razvoj
malignih tumora (206). Nakon sekvenciranja genameeka i drugih vrsta nastala je
nova natna disciplina, genomika. Razvoj genomike doprirse® intenzivnijoj primeni
genettkih testiranja u dijagnostici malignih bolesti. J® dovelo i do razvoja nove
medicinske discipline koja se naziva genomska nmeali(210). Istovremeno, otka iz
oblasti genomike i srodnih n&uh disciplina predstavljaju i osnovu za razvoj

savremene personalizovane (translacione) tera@|gnih bolesti (211).

U toku je veliki nadni projekat méunarodnog konzorcijuma za genomska
istrazivanja malignih bolesti (endgnternational_Gncer_Genome_©nsortium ICGC)
gde je jedna od tema i KP (212).

Zahvaljujiei GWAS, od 2007. godine, istrazivanja molekularrenave KP
proSirila su se i na SNP u nekodir&ju regionima genomaoveka (125, 213). Do sada
je otkriveno preko 30 SNP koji su asocirani sakomi za razvoj i progresiju KP.
Medutim, utvideni odnos verovatrida (OR) krée se u granicama od 0.64 do 1.88 (143).
Dobijene vrednosti OR su i¢ekivane zato Sto SNP-ovi predstavljaju samo jedam d

genettkih faktora koji imaju zn&j u molekularnoj patogenezi malignih bolesti kege
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definiSu kao poligenski determinisane kompleksnkegid U patogenezi kompleksnih
bolesti pored genekih, ulogu imaju i sredinski faktori kao i interaje genetékih i
sredinskih faktora. Slozena gergt osnova KP je i razlog Sto se nijedan od SNP za
koji je utvrdena asocijacija sa KP joS uvek ne koristi kao posgeéki parametar KP u
klinickoj praksi (214, 215).

Medutim, za d@ekivati je dace dalja genomska istrazivanja, nato ona iz
oblasti funkcionalne genomike, imati uspeha u étkbiomarkera (u prvom redu SNP-
ova) koji bi imali svoju punu primenu u prevencigkriningu KP (216, 217). Veruje se
da ¢e i nova generacija sekvenciranja (emgxt generation _squencing NGS), u
tehnickom smislu, olakSati i unaprediti strategije isivahja asocijacije SNP sa
bolestimacoveka, ukljgujuéi i KP (218, 219).

Ova doktorska disertacija za cilj svog istrazivamjela je utvdivanje mogie
asocijacije 13 odabranih SNV sa rizikom za razvmjagresiju KP u grupi bolesnika sa
teritorije Republike Srbije. Odabir SNV vrSen je osnovu rezultata GWAS i studija
slitajeva i kontrola koje su za temu imale identifikagenetékih varijanti¢iji su alel
i genotipovi asocirani sa KP. Studija je ukija 150 bolesnika sa sporé&dim formama
KP. Kontrolnu grupwinilo je 100 muskaraca koji su bili bez znakovadstil prostate.
Pored kontrolne grupe opSte populacije studijebjgheatila i grupu od 150 bolesnika sa
BPH. Kao benigni tumor prostate, BPH nije premadigezija KP (16). Kod svih
bolesnika sa BPH koji su analizirani ovom doktorskdisertacijom iskljgen je KP.
Zbog neizbezne pojave heterogenosti kontrolne grgpga bolesnika sa BPH, za nasu
studiju, predstavlja grupu koja je svojim osobinamagbliza tzv. grupi super normalnih
kontrola (220).

U okviru ove doktorske disertacije za svih pet ema@nih SNV (rs1447295,
rs4242382, rs6983267, rs7017300 i rs7837688) immag8qg24 kao i za rs7501939 iz
regiona 17ql12 pokazana je asocijacija sa rizikonrazazoj KP u analiziranoj grupi

bolesnika.
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U interpretaciji zn&aja SNP u patogenezi KP teskopredstavlja £injenica da
je velika ve&ina SNP identifikovana u okviru GWAS zapravo loo@au intronima
(45%) i intergenskim sekvencama (43%) (140).dMtan, otkrica genomike pokazuju
da veliki broj ,intergenskih” sekvenci zapravo ps&alljaju sekvence za gene koji
kodiraju regulatorne molekule RNK ili sekvence regornih elemenata kojicestvuju

u regulaciji ekspresije gena (140).

Najbolji primer je otkrte vezano za SNP rs6983267 (region 8g24) koji
predstavlja ,suspektni lokus” povezan sa rizikomraavoj KP. Ova genefka varijanta
locirana je u regionu 8924, koji se do skora dsfini kao genska pustinja (76, 139,
140). Rezultati kasnijih eksperimentalnih istraniga pokazali su da se rs6983267
zapravo nalazi u okviru regulatornog elementa (pegea) za koji se vezuje regulatorni
protein beta-katenin TCF 4. Zahvaljtijfiormiranoj hromatinskoj petlji, valine od 335
kb, ovaj regulatorni protein¢estvuje u regulaciji ekspresije onkogenmyc Pokazano
je da se beta-katenin TCF 4 efikasnije vezuje Za¢p@c ako se u okviru pofavaca
nalazi ,rizicni“ alel genettke varijante rs6983264 (221).

Prilikom analize asocijacije alela i genotipova eggike varijante rs1447295
(region 8g24) sa rizikom za razvoj KP prvo je ian8 ispitivanje postojanja Hardi-
Vajnbergove ravnoteze. Ovo ispitivanjeieao je odvojeno za grupu bolesnika sa KP,
grupu bolesnika sa BPH, kao i za kontrolnu grupuavit muskaraca. Weno je
odstupanje od Hardi-Vajnbergove ravnoteze za grbplesnika sa BPH kao i za

kontrolnu grupu.

Odstupanje od Hardi-Vajnbergove ravnoteze usvojgndao glavni metod
identifikacije greSaka u samom postupku genotipjea@22). Drugim réima, odabir
metode kojim se vrSi genotipizacija moze uticatiaustupanje dobijenih rezultata od
Hardi-Vajnbergove ravnoteze (223). To je razlog Stoo rezultate genotipizacije
metodom RFLP proverili metodom automatskog sekvanf@. Rezultati ponovljene
genotipizacije potvrdili su rezultate dobijene nteim RFLP. Metodom automatskog

sekvenciranja iskligili smo moguénost da je pojava pseudo SNP-ova i delecionih
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polimorfizama u fragmentu molekula DNK koji okruguys1447295 (region 8g24)

imala uticaj na rezultate izvrSene genotipizacge¥enjem metode RFLP.

Pored metodoloskih nedostataka, odsustvo Hardibéagove ravnoteze moze
biti posledica odréenih pojava u samoj populaciji koja je predmet aealPojedini
autori kao razlog odstupanja navode i pojave kaos&tukrStanja u srodstvu u okviru

analizirane populacije, stratifikacija populacijeselekcija (222).

Pri poreienju Wwestalosti genotipova bolesnika sa KP i muSkaradeoigrolne
grupe udena je statistki znaajna razlika za rs1447295 (region 8g24). Rezuttafie
studije pokazuju da je pojava alela A asociranamanjenim rizikom za razvoj KP,
odnosno da nosioci alela A rs1447295 imaju 10 puaémji rizik za razvo] KP od
nosioca genotipa CC. Ipak, zbog odsustva Hardi-d&jgove ravnoteze u grupi
bolesnika sa BPH i grupi zdravih musSkaraca, retiutta rs1447295 (region 8g24) ne
mogu se smatrati pouzdanim i mogu dedinoi objasniti neslaganje sa rezultatima
drugih studija.

Rezultati GWAS i replikativnih studija siajeva i kontrola (engcase-control
studie$ pokazale su asocijaciju genotipova CA i AA saipemim rizikom za razvoj KP
(143, 224). Do istog rezultata doSle su i studyiene u azijskim populacijama kao Sto
su tajlandska (225), japanska (141, 226) i koreangk7), kao i u ameikim
populacijama bez obzira da li su analizirani muékéaili Amerikanci evropskog ili
africkog porekla (228-235). Da su genotipovi CA i AA 44Y295 u asocijaciji sa
rizikom za ravoj KP pokazale su i studije asocjmaiaiene u francuskoj (236),
Svedskoj (139), ruskoj (237) i poljskoj populadi#38), kao i meta-analizadana na

vecem broju evropskih populacija (239).

Medutim, studije drugih autora dane kako u populaciji Amerikanaca &kog
(240) tako i evropskog porekla (241) nisu potvrditatisttku zna&ajnost asocijacije
alela A rs1447295 (region 8g24) sa rizikom za ra#®. Statisttka zn&ajnost nije
pokazana ni u studijama asocijacijéeaim u zapadno afikim populacijama (Nigerija,
Kamerun i Jamajka) (242) i populaciji Singapura3R4ada su evropske populacije u
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pitanju, asocijacije alela A rs1447295 (region 8924 rizikom za razvoj KP nije

pokazana u holandskoj populaciji (244).

Poreienjem w@estalosti genotipova gengke varijante rs4242382 (region 8q24)
izmedu grupe bolesnika sa KP i bolesnika sa BPH, doaijenstatistika zn&ajnost
asocijacije alela A sa rizikom za razvoj KP. Pokaz@e da nosioci genotipova AA i
AG, imaju skoro dva puta ¥verizik za razvoj KP od nosioca genotipa GG. Pokajgai
trend asocijacije ove SNV sa rizikom za razvoj KBRga su pordene grupa bolesnika

sa KP i grupa zdravih muskaraca (kontrolna grupa).

Dobijeni rezultati saglasni su sa rezultatima gtudasocijacije rs4242382
(region 8924) sa rizikom za razvoj KP u Svedsk@)li francuskoj populaciji (236).
Isti rezultati su dobijeni i u populacijama Amerileeca evropskog porekla (232, 234,
245) kao i u populaciji Tajvana (246). U svim ovatudijama kontrolnu grupé&inili su
zdravi muskarci bez znakova bolesti prostate. Panast dobijenih rezultata potiana
je i meta-analizom koja je obuhvatala evropske,ratke i azijske populacije (143).

Studije asocijacije rs6983267 (region 8g24) s&oixi za razvoj KP u Svedskoj
(139), ruskoj (237) i gkoj populaciji (247) pokazale su da muskarci saotjpom TT
imaju smanjen rizik za razvoj KP. Da genotip TT singe rizik za razvoj KP potduje
i naSa studija asocijacijedana u grupi bolesnika iz populacije Srbije. Istzukati
dobijeni su i u studijama siajeva i kontrola rdenim u populacijama Amerikanca
evropskog (229, 231, 232, 234) latino-artlesg (248) i afrtkog porekla (249).
Protektivnu ulogu genotipa TT ove gekké varijante za razvoj KP potiuju i meta-
analize rdene na osnovu rezultata brojnih studija koje suhuvhtale evropske i

amertke populacije (143,239).

U azijskim i afrekim populacijama, studije asocijacije rs698326iga 8724)
sa rizikom za razvoj KP nisu pokazale protektivimgu alela T. Do sada su ove studije
asocijacije rdene u populacijama Singapura (243), Koreje (22@jvana (246) i
populacijama zapadne Afrike (Nigerija, Kamerunmdagka) (240, 242).
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Kada su, u okviru naSe studije, upiivane westalosti genotipova gengke
varijante rs7017300 (region 8g24) izimegrupa bolesnika sa KP i BPH, pokazana je
asocijaciji ovog polimorfizma sa rizikom za razWP. Nosioci genotipova CC i CA
imaju visi rizik za razvoj KP u odnosu na nosioeagtipa AA.

Identican rezultat dobijen je i u studiji asocijacijeleae u Svedskoj populaciji
(139). Ovi rezultati potweni su i GWAS Xu i saradnika (2011. godine) kojagéena
na populacijama Amerikanaca evropskog ickisg porekla. U okviru ove GWAS za
jos 31 od 800 analiziranih SNP pokazana je stétisthaajna asocijacija sa rizikom za
razvoj KP (249).

Poslednja SNV iz regiona 8924 analizirana u ovaogigt bila je rs7837688.
StatistEki zn&ajna razlika u testalostima genotipova ove getiké varijante ututena
je izmeaiu grupe bolesnika sa KP i kontrolne grupe zdraviiSkaraca. Na osnovu
rezultata naSe studije moze se zakljuda muskarci sa genotipom GT imaju 2,4 puta

veci rizik za razvoj KP od musSkaraca sa homozigotnenajipovima.

| druge studije asocijacije pokazale su da alelsT887688 (region 8q24)
poveava rizik za razvoj KP. Takvi rezultati dobijeni ayopulacijama Svedske (139),
Velike Britanije i Australije (250), m&1 Amerikancima evropskog porekla (77, 137,
232, 234, 248, 251) i Latinoamerikancima (248)nalii meiu Amerikancima aftikog
porekla (251).

Do sada se region hromozoma 8924 razmatrao kaorragikome se nalaze
genettke varijanteciji su aleli i genotipovi u asocijaciji sa rizikorma razvoj KP.
Analizom tkiva prostate dobijenih od bolesnika s&, Knakon tinjene radikalne
prostatektomije, detektovana je pojava amplifikacggiona 8g24. Ova amplifikacija je
u korelaciji sa ekspresijom onkogenanyci kao takva predstavlja gengti marker
agresivnijih oblika KP. Zato se amplikikacija rege8g24, danas definiSe kao getieti

marker koji je u asocijaciji sa rizikom za progjedP (252).
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Jedna od prvih GWAS koja je za temu imala ideraidiku SNP koji su povezani
sa rizikom za razvoj KP udena je od strane Gudmundssa@aradnika 2007. godine. U
grupi od 1.501 bolesnika sa KP i 11.209 zdravihkatgca sa Islanda identifikovane su
dve genetike varijante (rs7501939 i rs3760511) u hromozomskegionu 17q12
povezane sa rizikom za razvoj KP (154). Nakon bhojdrugih GWAS i studija
sliéajeva i kontrola, pored regiona 824, region 17q%fa0 je najznmjniji region
asociran sa rizikom za razvoj KP. Jedan od ciljeva doktorske disertacije bio je
utvrdivanje mogue asocijacije ove dve gengte varijante sa KP u populaciji Srbije.

Vec¢ina od pomenutih studija pokazuje asocijaciju aldlars7501939 sa
smanjenim rizikom za razvoj KP. To se odnosi naopske populacije Islanda (154),
Holandije (154), Velike Britanije (250) i Svedskel30) kao i na populacije
Amerikanaca evropskog i afkog porekla (82, 151, 153, 155, 253, 254).

| u populaciji Srbije, alel T rs7501939 (region 12§ asociran je sa smanjenim
rizikom za razvoj KP. Ovaj rezultat dobijen je ideaje uporédivana grupa bolesnika sa
KP sa grupom zdravih muskaraca (kontrolna grupa), ikkada je upotivana grupa

bolesnika sa KP sa grupom bolesnika sa BPH.

Pored nasSe studije, jedina do sada objavljenajatkdja je uporéivala grupu
bolesnika sa KP i grupu bolesnika sa BPH, a u aitjprdivanja mogée asocijacije
rs7501939 (region 179l2) sa rizikom za razvoj KR @ studija Kim-a i saradnika
radena u populaciji Juzne Koreje (156). Rezultati gtadije asocijacije idertni su

rezultatima nase studije.

Posto je rs7501939 lociran u prvom intronu geiNE1B (255), pojava razitih

alela moze imati efekat na ekspresiju ovog gena.

Za drugu analiziranu gené&ku varijantu u regionu 17ql2, rs3760511, nije
utvrdena asocijacija alela i genotipova sa rizikom zavep KP u analiziranoj grupi

bolesnika sa teritorije Republike Srbije.
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Ovaj rezultat u suprotnosti je sa rezultatima $audisocijacija ove genéke
varijante raenih u evropskim populacijama. Naime, u njima j&kgxana asocijacija

alela C sa pov@nim rizikom za razvoj KP (139, 154).

ObjaSnjenje za dobijene rezultate u nasoj studiji u u koliziji sa rezultatima
drugih studija moze se @alli u inerpopulacijskim razlikama efekta analiemre SNV.
Pored toga, na rezultate naSe studije efekat nmmoadi i broj analiziranih bolesnika.
Zato nastavak studije asocijacije rs3760511 (redi@ql2) sa KP na ¥ej grupi

bolesnika iz populacije Srbije ima svoju gau opravdanost.

KP u molekularno-bioloskom smislu predstavlja vHeterogeno oboljenje. |
pored intenzivnih istrazivanja mali je broj protéiodirajutih genacije su mutacije
direktno dovedene u vezu sa razvojem spdoraldiformi KP. Jedan od njih je gen za
AR (97). Pored njega, istrazuje se i uloga protegs produkta genske fuzije
TMPRSS2-ERGdelecije tumor supresornog geRAENuU patogenezi KP (256, 257). |
prve studije asocijacije gen&tih varijanti sa KP odnosile su se na SNP-ove uotum
supresornim genima i genimaiji su proteinski produkti ukljieni u procese
metabolizma steroida, reparacije molekula DNi¥€lijskog odgovora na oksidativni
stres i angiogeneze (258). Jedan od njih je i ggnlodira endotelijani enzim azot-
oksid sintetazu ANOS3J (259).

Studija asocijacije analiziranih geridih varijanti u genuNOS3sa rizikom za
razvoj KP nije dala statiski znaajne rezultate. Rezultati naSe studije poklapajaase
rezultatima studija asocijacije d@nim u populacijama Amerikanaca evropskog i
africkog porekla (260) i u populaciji Brazila (178).

Takade, naSa studija asocijacije pokazala je da se mgagtali alel C geneatke
varijante rs3918226 (region 7q36) detektuje samd hkwuSkaraca kod kojih je u
genettkoj varijanti rs2070744 prisutan alel T, Sto je kladu sa podacima iz studije

radene u populaciji Brazila (178).
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Suprotno ovim rezultatima, nedavna studija asoggaaiena u populaciji Irana,
pokazuje da muskarci sa genotipovima TC i CC rsZ84((region 7936) imaju 2,43

puta i 3,62 putaedi rizik za razvoj KP, respektivno (183).

Patetkom devedesetih godina proslog veka Zaef#je primena PSA testa u
dijagnostici KP. Zahvaljujti primeni PSA testa (oddévanje serumske vrednosti PSA
kao biohemijskog markera bolesti prostate) i hkags lecenja lokalizovanog KP
operativnom tehnikom radikalne prostatektomije edsjih dvadeset godina belezi se
zn&ajan trend smanjenja smrtnosti uzrokovane KP (262). Da je PSA test, ten
zbog medicinske indikacije uganja volumena prostate, nespegtifi standarni
prognosttki parametar potduje ¢injenica da se prevalenca KP u biopsijama prostate
krece u granicama od 20 do 40% (26Bjpored toga Sto povanje serumske vrednosti
PSA nije specifino za KP, vé za bolesti prostate, PSA test je i dalje standardn
prognosttki parametar KP (264). PrimendaSA testa omogiia je i dijagnostiku
asimptomatskih KP (265).

Pored zn&ja u ranoj dijagnostici, povanje serumske vrednosti PSA
predstavlja i biohemijski marker progresije KP. ghbimga PSA test ima primenu i u
praenju odgovora bolesnika na primenjenu hormonskuhifursku terapiju kao

prognosttki parametar progresije KP (266).

Od 1974. godine, u upotrebi je GGS kao pokazatetploske diferencijacije
KP. lako su tokom nekoliko decenija upotrebesam odreieni nedostaci, GGS i dalje
predstavlja standardni progna@gii parametar progresije KP koji ima primenu i u

proceni modaliteta teenja bolesnika sa KP (267, 268).

Na kraju, najpouzdaniji standardni progndisti parametar KP predstavlja
klinicki stadijum primarnog tumora (T) definisan na osmokriterjuma TNM
klasifikacije cija je poslednja revizija objavljena 2010. goding strane Ametkog
komiteta za maligne bolesti (enddmerican _®int Committee on_@&ncer/Uhion
Internationale ©ntre le_Gincer, AJCC / UICC) (64).
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Zbog nedostataka standardnih progrétigti parametara, SNV predstavljaju
glavne predmete istraZivanja koja za cilj imajurak nestandardnih prognastih
parametara. Genékie varijante kao nestandardni progngsgti parametri bi se
samostalno ili u kombinaciji sa standardnim progitkBn parametrima koristile u
dijagnostici i l€enju KP (269, 270).

U naSoj studiji, od 13 analiziranih SNV za samo go&azana je asocijacija sa
standarnim prognoskim parametrima KP. Za gen&iu varijantu rs3760511 u regionu
17912 pokazana je asocijacija sa GGS, a za rs139898gzonu 7 genbdlOS3sa

serumskim vrednostima PSA.

Porelenjem uestalosti genotipova bolesnika sa KP kojima je reblison
gradus manji od 7 i bolesnika kojima je zbirni @hsgradus 7 pokazano je da bolesnici
koji poseduju homozigotni genotip GG rs3760511i(redl7g12) imaju 14 puta manji
rizik za dobijanje KPeija se histoloSka diferencijacija opisuje zbirninGG& od onih
koji poseduju alel T. Podenje raspodela genotipova kod bolesnika sa zbit@iéh
manjim od 7 i grupe bolesnika sa zbirnim G&iwe od 7 nije pokazalo statiski
zn&ajnu asocijaciju. Ipak, recesivni model, koji prerA¥C skoru najbolje opisuje
uocene razlike, pokazuje statddi trend asocijacije genotipa GG sa zbirnim GGine
od 7.

Prema PubMed bazi podataka do danas nideneastudije asocijacije gengie

varijante rs3760511 sa standarnim progr&st parametrima KP uklgujuci i GGS.

Do sada je ispitivana asocijacija SM§7501939 (region 17g12) sa standardnim
prognosttkim parametrima KP u grupama bolesnika iz poputaédigkenazi Jevreja
(271) i u populaciji Amerikanaca atkiog porekla (253). Rezultati obe studije nisu
utvrdili postojanje statistki znatajne asocijacije ove genéie varijante sa vrednostima
standardnih prognogkih parametara KP. Dobijeni rezultati su u korglaci sa
rezultatima naSe studije asocijacije rs7501939 sandardnim prognostkim

parametrima KP.
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Rezultati naSe studije pokazali su da je geéhativarijanta rs1799983 (region
70936) asocirana sa serumskim vrednostima PSA kdéeshiga sa KP i to na osnovu
poreienja raspodele genotipova kod bolesrika je serumska vrednost PSA bital0
ng/ml i bolesnikacija je serumska vresnost PSA b#a20 ng/ml. Bolesnici koji su
nosioci alela T analizirane gengde varijante imaju upola maniji rizik da im serumska
vrednost PSA bude 20 ng/ml u odnosu na bolesnike sa homozigotom §€3(399983.
Na osnovu rezultata ove studije, dalja istrazivagacijacije rs1799983 sa serumskim
vredostima PSA u grupi sa &m brojem bolesnika sa KP ima svoju tau

opravdanost.

U populaciji Irana ispitivana je moga asocijacija ove genékie varijante sa
standarnim prognoskim parametrima KP ali nije pokazana asocijacijgaiGGS ni sa

serumskim vrednostima PSA kod bolesnika sa KP (183)

Istovremeno, ispitivanje asocijacije rs1799983 ifrrg7q36) sa rizikom za
razvoj KP u naSoj grupi bolesnika nije dalo statistznaajne rezultate. Ovi rezultati
identiéni su rezultatima jedine studije asocijacije oveeajeke varijante sa KP d&noj
u evropskoj populaciji (populaciji Portugala) (18Bti rezultati dobijeni su i studijama
asocijacije rdenim u severnoamekim populacijama (168, 260), brazilskoj populaciji
(175) i populaciji Irana (183).

Studija asocijacije genékih varijanti u regionu 8924 sa standardnim
prognosttkim parametima KP u nasSoj grupi bolesnika nije dstiatistéki znatajne
rezultate. Do istih rezultata doSlo se i u studgaasocijacije rdenim u populacijama
Svedske (139), Amerikanaca evropskog (233, 248)dkag porekla (228).

Malobrojne su studije asocijacije gerkih varijanti u regionu 8924 sa
standarnim prognoskim parametrima KP koje su dale statiktiznatajne rezultateU
grupi bolesnika iz francuske populacije pokazanstgtistéki znaajna asocijacija alela
A genettke varijante rs1447295, kao i alela A getlati varijante rs4242382, sa

poviSenim serumskim vrednostima PSA (243).
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Asocijacijacija alela A rs1447295 (region 8g24) darnim GG veéim od 7
pokazana je u populaciji Amerikanaca evropskog klar€138) i u grupi bolesnika
poreklom iz Japana (226). Na kraju, u populacijigapura pokazana je asocijacija alela
G genetike varijante rs6983267 sa T3 i T4 kiikim stadijumom KP (243).

Zahvaljujiei novim dijagnostikim procedurama, KP predstavlja redak maligni
tumor koji se moze dijagnostikovati i u stadijumaldsti koji ne zahteva radikalno
lecenje. Poznato je da hirursko ¢émje KP moze uzrokovati postoperativhe
komplikacije kao Sto su inkontinencija (gubitak jnel kontrole mokrenja) i/ili erektilna
disfunkcija (impotencija). Ove postoperativne koikgtije imaju negativan efekat na
kvalitet zivota bolesnika sa KP nakon hirurSkogelga (51,52).

Imajwéi ovo u vidu, otkrée novih prognostkih markera rizika za progresiju KP
bilo bi od pomi i u reSavanju diferencijalno dijagnadte dileme agresivhog KP
versuskP koji je posledica preterane dijagnoze. Ide&iedidate i za ove prognodie
markere predstavljaju SNV, ali one za koje se pekada su asocirane sa rizikom za
progresiju KP. Pravilna i precizna procena rizikaprogresiju KP imala bi praktiu
primenu i u pouzdanijem odabiru adekvatne teraggextenje bolesnikaverusus

hormonska terapijaersushirursSko I€enje) za svakog bolesnika sa KP ponaosob.

Za dve od 13 analiziranih SNV pokazana je asoggasa rizikom za progresiju
KP. To su rs3760511 iz regiona 17912 i rs391822@ramotorskog regiona gena
NOS3

Rezultati naSe studije pokazali su da nosioci geaolG rs3760511 (region
17912) iz grupe analiziranih bolesnika sa KP im&jR5 puta vé rizik za progresiju
KP i to kada je rizik za progresiju KP procenjivarema preporukama Medeiros-a i
saradnika (182) u odnosu na bolesnike sa genotipdmKada su bolesnici sa KP
selektovani u grupe sa raitim rizikom za progresiju KP prema preporukama
D’Amico-a i saradnika (192), @ena asocijacija imala je statidti trend prema

recesivnom modelu ispitivanja.
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Studije asocijacije rs3760511 (region 17q12) sikain za progresiju KP tene
su kod bolesnika u ¥em broju evropskih populacija (Francuska, Norve&ksedska,
Danska, G¥ka, ltalija, Holandija, Spanija, Velika Britanija(151), populaciji
Amerikanaca evropskog porekla (151), kao i u papjilduzne Koreje (156). Rezultati
ni jedne od ovih studija nisu pokazali statikitiznalajnu asocijaciju ove genékie

varijante sa rizikom za progresiju KP, kao ni sfapom metastaza.

Porelenjem «estalosti genotipova rs3918226 (region 7936) u @mp
bolesnika sa srednjim i visokim rizikom za progresKP prema preporukama
D’Amico-a i saradnika (192) pokazano je da boleskgji su nosioci alela T imaju 5
puta nizi rizik za razvoj KP sa visokim rizikom peogresiju KP u odnosu na bolesnike
sa genotipom CC. Pored toga, manjedfali alel T ima i protektivhu ulogu za pojavu
metastaza. Rezultati su pokazali da u analizirgngpi bolesnika sa KP, nosioci ovog

alela imaju 4 puta manji rizik za pojavu metastaza.

Studija u grupi bolesnika sa KP iz populacije Sxtpyva je studija asocijacije
koja je pokazala asocijaciju alela T gedleti varijante rs3918226 sa rizikom za

progresiju KP.

Pored statistke zn&ajne asocijacije dve SNV sa rizikom za progresijg, K
rezultati naSe studije pokazali su statlgtirend asocijacije rs7501939 (region 17g12) i

rs1799983 (region 7g36) sa rizikom za progresiju KP

Do sada ni jedna studija asocijacijedena u grupama bolesnika sa KP
evropskog porekla (uklfwju¢i i Amerikance evropskog porekla) nije pokazala
statisteki znatajnu asocijaciju rs7501939 (region 17q12) sa rimkoa progresiju KP
(151). Odsustvo statigki znatajne razlike pokazano je i u studiji asocijacijgmupi

bolesnika iz populacije Amerikanaca &kaog porekla (253).

Prethodne studije asocijacije rs1799983 (region6Y@a rizikom za progresiju
KP u grupi bolesnika iz Portugala (182) i Brazila$) nisu dale statiski znatajane

rezultate. Jedina studija u kojoj je do sada pokazdatistiki znatajna asocijacija ove
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genettke varijante sa rizikom za progresiju KP bila jeidsa raiena u iranskoj
populaciji (183). Mdutim, u portugalskoj populaciji pokazana je statistznatajna

asocijacija genotipa GG rs1799983 sa pojavom na#agi82).

Pored SNV rs1799983, rezultati naSe studije pokazsjatisttki trend
asocijacije manje destalog alela C rs2070744 (region 7q36) sa smanjezikom za
pojavu metastaza u analiziranoj grupi bolesnik&BaPojava manjedestalog alela C
ove genetike varijante asocirana je sa poviSenim nivoom k@apata genaNOS3u
perifernoj krvi bolesnika sa KP. To je pokazaladgai raiena u grupi bolesnika iz
populacije Brazila kod kojih je tale pokazana i statigii znatajna asocijacija SNV

rs2070744 (region 7936) sa rizikom za progresiju(Kr8).

U naSoj grupi bolesnika sa KP, nije pokazana sigtisznatajna asocijacija
analiziranih SNV iz regiona 8924 sa rizikom za pesjju bolesti. Dobijeni rezultati su
U suprotnosti sa studijama asocijacij@emm u ametikim populacijama. Statigiki
znaajna asocijacija alela As1447295 sa rizikom za progresiju KP pokazana ye i
populaciji Amerikanaca evropskog (233) i &kog porekla (235). Statigki trend

registrovan je u populaciji Poljske (238).

Rezultati studije asocijacije odabranih SNV u regima 7936, 8924 i 17ql12 sa
rizikom za progresiju KP mogli bi biti upotrebljeniza meta-analizu koja bi za cilj
imala pouzdaniju identifikaciju genekih varijanti asociranih sa agresivnijom formom
KP. Jedina do sada objavljena meta-analiza zajeiljmala ispitivanje mogie
asocijacije samo dva SNP (rs11672691 i rs 117044a6agresivnijim formama KP.
Rezultati ove meta-analize pokazali su da se r28%F lociran u regionu 19913 moZze

smatrati lokusom povezanim sa agresivnijim formaRa(272).

Uradena studija asocijacija podrazumevala je i ugigemje grupe bolesnika sa
BPH i grupe muSkaraca bez znakova bolesti prostteeienjem ove dve grupe
musSkaraca sa teritorije Republike Srbije, démo je da su genéke varijante
rs1447295 (region 8qg24), rs7501939 i rs3760511lidred7ql2) povezane sa rizikom

za razvoj BPH u populaciji Srbije.
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Poreienjem raspodele genotipova getlati varijante rs1447295 (region 8q24) u
grupi bolesnika sa BPH i kontrolne grupe pokaz&nasjpcijacija manjecestalog alela
A sa smanjenim rizikom za razvoj BPH. Smanjenikriza razvoj BPH pokazan je i za
muskarce koji poseduju manje&astali alel T genetke varijante rs7501939 (region
17912). Kada je genékia varijanta rs3760511 (region 17q12) u pitanjurdeno je da
muskarci sa genotipom TG imaju 1,69 put&iwezik za razvoj BPH u odnosu na

muskarce koji poseduju homozigotne genotipove.

Dobijeni rezultati ne mogu se updreati sa drugim populacijama, jer do sada
nisu objavljivane studije asocijacije analizirargenettkih varijanti sa rizikom za
razvoj BPH. 1z tog razloga, potrebno je nastawtil studiju asocijacije u ¥ej grupi
bolesnika sa BPH. Preliminarni rezultati ukazujuliagenetéka varijanta rs3760511
(region 17g12), za koju nije pokazana asocijacgakK® u populaciji Srbije, mogla

predstavljati nestandardni progndktiparametar za procenu rizika za razvoj BPH.

Jedna od glavnih primedbi koja se odnosi na ulogffAS u istrazivanju
patogeneze malignih i drugih bolesibveka odnosi se i na nizak nivo utenih
asocijacijacija identifikovanih SNP sa rizikom zvoj bolesti (273). M&utim, treba
imati u vidu da na vrednost odnosa verovamaadnosno njeno smanjenecati efekat
tzv. kontaminacije kontrolne grupe potencijalnindbéim bolesnicima. To se natito
odnosi na KP kao malignu bolest koja ima visokudancu u starijem zivotnom dobu
musSkaraca. Drugi problem GWAS odnosi se na poputacheterogenost kontrolnih
grupa. Kako su GWAS masivne po broju ispitanikédbulovataju bolesnike iz velikog
broja medicinskih centara iz viSe zemalja takokentrolna grupa s@jena od velikog
broja zdravih individua iz razitih populacija. Danas preovladava miSljenje da
kontrolne grupe koje se definiSu kao evropska papja ili Amerikanci evropskog
porekla zapravo predstavljaju miks réilh etnickih ,podgrupa®. Takav u sustini
heterogen sastav kontrolnih grupa GWAS, ima efekaa dobijene male vrednosti

odnosa verovatria za analizirane SNP (274).

U svetlu ovih saznanja o objektivhim ogr&gmjima GWAS, replikativne studije

sluicajeva i kontrola rdene na manjem broju ispitanika, ali sa homogenontr&tmom
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grupom, dobijaju na svom z&gu. Naime, studije asocijacije sa homogenim kdnino
grupama mogu dati precizniji odgovor na pitanjei kej stvarni odnos verovatba

analiziranog ,rizénog*“ lokusa sa oddenom bole&u.

Replikativne studije skiajeva i kontrola imaju ziaj i zbog populacijskih
razlika u doprinosu analizirane gerkg varijante riziku za razvoj odtene bolesti
coveka (130, 135). S tim u vezi, studija asocija@pabranin SNV sa KP u grupi
bolesnika sa teritorije Republike Srbije ima svogutnu opravdanost.

Najveti broj studija genetke asocijacije, ukljtujuci i GWAS, potencijalne
efekte genetkih varijanti na razvoj i/ili progresiju bolesti zmatra nezavisno od
efekata drugih varijanti. Mitim, epistatiki odnosi izméu gena smatraju se
zn&ajnim ¢iniocem u determinisanju predispozicije za razvompleksnih bolesti,
ukljucuju¢i i maligne. Usled prisustva genskih interakcijal @uzetnog zn&ja za
razumevanje procesa koji su u osnovi patogenezeletisnih bolesti su analize koje
ukljucuju testiranje zajedtkin efekata razéitin varijanti na razvoj odiene bolesti.
Naime, pristup zasnovan na nezavisnoj analizi pegdih lokusa i utvdivanju razlika
u Westalostima alela i genotipova u grupama ispitars@aodrdenim fenotipom i
kontrolnim grupama moze dovesti do nemawsti detekcije varijanti sa malim ili
marginalno zn&jnim pojedinanim efektima, ali sa izrazenim zajetkim doprinosom
predispoziciji za razvoj fenotipa od interesa Kejizasnovan na njihovoj riesobnoj
interakciji (275).

Dosadasnje malobrojne analize nisu pruzile nedwslsme dokaze prisustva
asocijacije epistatkin odnosa izméu geneitkih varijanti i rizika za razvoj KP (276-
278). Ovi rezultati mogu se objasniti relativno mmbrojem anliziranih lokusa, usled
tehnickih ogranéenja r&unarskih sistema i sloZzenosti algoritama, kao likama u
primenjenim algoritmima i statiskim pristupima. Stoga, eventualne analize
sprovedena na drugim setovima getieii varijanti, ali i u drugim populacijama, mogle
bi dovesti do identifikacije novih interakcija satpncijalnim efektom na rizik za razvoj

i/ili progresiju KP.
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Doprinos nastavka istraZivanja asocijacije geheéti varijanti sa rizikom za
razvoj ifili progresiju KP i njihove epist&liie interakcije je i u definisanju panela
minimalnog broja SNV zéije alele ili genotipove je pokazana snazna asc@sa KP
I koji bi se kao takvi koristili kao nestandardnognostéki parametri u dijagnostici i
pracenju ove bolesti. Dalja istrazivanja funkcionalege ovih SNV bila bi od pontd
i u otkricu novih bioloskih molekula koji bi vodili razvojuorih pristupa u terapiji. Na
kraju, genetiki markeri za koje se pokaze asocijacija sa KP mugdbiti od koristi i u
medicinskoj prevenciji KP.
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5. Zaklju ¢ci

Studija asocijacije genékih varijanti u regionima 7936, 8924 i 17g12 sa
rizikom za razvoj i progresiju karcinoma prostateé?) u populaciji Srbije dala je
sledeée statistiki znatajne rezultate:

Alel A genettke varijante rs1447295 deset puta smanjuje rizikazaoj KP.
Alel A genettke varijante rs4242382 dva puta péaea rizik za razvoj KP.
Alel T genetéke varijante rs6983267 smanjuje rizik za razvojdi® tri puta.
Alel C genetéke varijante rs7017600 posava rizik za razvoj KP.

® 2 6 T 9

Genotip GT genetke varijante rs7837688 preko dva puta gewa rizik za

razvoj KP.

f. Alel T genetéke varijante rs7501939 za polovinu smanjuje riakazvoj KP.

g. Genotip GG genatke varijante rs3760511 14 putananjuje rizik za dobijanje
KP ¢ija se histoloSka diferencijacija opisuje zbirniisg@n gradusom (GGS) 7.

h. Alel T genettke varijante rs1799983 za polovinu smanjuje ridé&k serumska
vrednost PSA bude 20 ng/ml

i. Genotip TG genetke varijante rs3760511 dva puta péaea rizik za progresiju
KP, kada se rizik za progresiju bolesti procenjivacema kriterijjumima
Medeirosa i saradnika.

J. Alel T genettke varijante rs3918226 pet puta smanjuje rizik agresiju KP,
kada se rizik za progresiju bolesti procenjivaonpaekriterijumima D’Amica i
saradnika.

k. Alel T genetéke varijante rs391822@etiri puta smanjuje rizik za pojavu

metastaza.

Rezultati ove studije pokazali su au opravdanost studije shjeva i kontrola
u populaciji Srbije. Doprinos nastavka istrazivaagocijacije geneikih varijanti sa
rizikom za razvoj i/ili progresiju KP je u definis panela minimalnog broja SNV koji
bi se koristili kao nestandardni prognokti parametri u dijagnostici i klidkom

pracenju bolesnika sa KP.
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7. Prilozi

Prilog A.

P.A.1. Sastav PCR smeSe za amplifikaciju regiona ddouzuje genetiku varijantu
rs1447295

Osnovna Finalna )
Komponente - - Zapremina (pl)
koncentracija koncentracija
PCR pufer A (sadrzi 15 mm
10X 1X 15
MgCl,, Kapa)
Dezoksiribonukleotidi
10 mM 200 uM 0.3
(dNTPs, Fermentas)
Prajmer Rv 1447 10 uM 0.3 uM 0.45
Prajmer Fw 1447 10 uM 0.3 uM 0.45
Taq polimeraza (Kapa) 5 U/ul 0.04 U/ul 0.12
DNK / / 2
Dejonizovana voda (Re) / / 10.18
Ukupno 15

P.A.2. Sastav PCR smeSe za amplifikaciju regiona ddouzuje genetiku varijantu
rs4242382

Osnovna Finalna )
Komponente - - Zapremina (pl)
koncentracija koncentracija
PCR pufer A (sadrzi 15 mm
10X 1X 15
MgCl,, Kapa)
Dezoksiribonukleotidi
10 mM 200 uM 0.3
(dNTPs, Fermentas)
Prajmer Rv 10 uM 0.2 uM 0.3
Prajmer Fw 10 uM 0.2 uM 0.3
Taq polimeraza (Kapa) 5 U/ul 0.04 U/l 0.12
DNK / / 2
Dejonizovana voda (Re) / / 10.48
Ukupno 15
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P.A.3. Sastav PCR smeSe za amplifikaciju regiona ddouzuje genetiku varijantu
rs6983267

Osnovna Finalna )
Komponente - - Zapremina (ul)
koncentracija koncentracija
PCR pufer A (sadrzi 15 mm
10X 1X 15
MgCl,, Kapa)
Dezoksiribonukleotidi
10 mM 200 uM 0.3
(dNTPs, Fermentas)
Prajmer Rv 10 uM 0.2 uM 0.3
Prajmer Fw 10 uM 0.2 uM 0.3
Taq polimeraza (Kapa) 5 U/ul 0.04 U/l 0.12
DNK / / 2
Dejonizovana voda (Re) / / 10.48
Ukupno 15

P.A.4. Sastav PCR smeSe za amplifikaciju regiona douzuje genetiku varijantu
rs7017300

Osnovna Finalna )
Komponente . - Zapremina (ul)
koncentracija koncentracija
PCR pufer A (sadrzi 15 mm
10X 1X 15
MgCl,, Kapa)
Dezoksiribonukleotidi
10 mM 200 pM 0.3
(dNTPs, Fermentas)
Prajmer Rv 10 uM 0.2 uM 0.3
Prajmer Fw 10 uM 0.2 uM 0.3
Taq polimeraza (Kapa) 5 U/ul 0.04 U/ul 0.12
DNK / / 2
Dejonizovana voda (Re) / / 10.48
Ukupno 15
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P.A.5. Sastav PCR smeSe za amplifikaciju regiona ddouzuje genetiku varijantu
rs7837688

Osnovna Finalna )
Komponente - - Zapremina (ul)
koncentracija koncentracija
PCR pufer A (sadrzi 15 mm
10X 1X 15
MgCl,, Kapa)
Dezoksiribonukleotidi
10 mM 200 pM 0.3
(dNTPs, Fermentas)
Prajmer Rv 10 uM 0.3 uM 0.45
Prajmer Fw 10 uM 0.3 uM 0.45
Taq polimeraza (Kapa) 5 U/ul 0.04 U/l 0.12
DNK / / 2
Dejonizovana voda (Re) / / 10.18
Ukupno 15

P.A.6. Sastav PCR smeSe za amplifikaciju regiona ddouzuje genetiku varijantu
rs7501939

Osnovna Finalna )
Komponente - - Zapremina (ul)
koncentracija koncentracija
PCR pufer A (sadrzi 15 mm
10X 1X 15
MgCl,, Kapa)
Dezoksiribonukleotidi
10 mM 200 uM 0.3
(dNTPs, Fermentas)
Prajmer Rv 10 uM 0.2 uM 0.3
Prajmer Fw 10 uM 0.2 uM 0.3
Taq polimeraza (Kapa) 5 U/ul 0.04 U/l 0.12
DNK / / 2
Dejonizovana voda (Re) / / 10.48
Ukupno 15
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P.A.7. Sastav PCR smeSe za amplifikaciju regiona ddouzuje genetiku varijantu
rs3760511

Osnovna Finalna )
Komponente - - Zapremina (pl)
koncentracija koncentracija
PCR pufer A (sadrzi 15 mm
10X 1X 15
MgCl,, Kapa)
Dezoksiribonukleotidi
10 mM 200 pM 0.3
(dNTPs,Fermenta}®
Prajmer Rv 10 uM 0.3 uM 0.45
Prajmer Fw 10 uM 0.3 uM 0.45
Taq polimerazaapa) 5 U/ul 0.04 U/l 0.12
DNK / / 2
Dejonizovana voda (Re) / / 10.18
Ukupno 15

P.A.8. Sastav PCR smeSe za amplifikaciju regiona ddouzuje genetiku varijantu
rs1799983

Osnovna Finalna )
Komponente - - Zapremina (pl)
koncentracija koncentracija
PCR pufer A (sadrzi 15 mm
10X 1X 25
MgCl,, Kapa)
Dezoksiribonukleotidi
10 mM 200 puM 0.5
(dNTPs,Fermenta}y
Prajmer Rv 10 uM 0.2 uM 0.5
Prajmer Fw 10 uM 0.2 uM 0.5
Taq polimerazaapa) 5 U/ul 0.04 U/l 0.2
DNK / /
Dejonizovana voda (Re) / / 15.8
Ukupno 25
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P.A.9. Sastav PCR smeSe za amplifikaciju regionadiwuzuje genetike varijante u
promotorskom regionu gemdOS3

Osnovna Finalna )
Komponente - - Zapremina (pl)
koncentracija koncentracija
PCR puffer 10X ATG
10X 1X 5
(Roche
MgCl, 25 mM 1.5 mM 3
Dezoksiribonukleotidi
10 mM 200 uM 1
(dNTPs,Fermentay
Prajmer Rv 10 uM M
Prajmer Fw 10 uM M
Taq polimeraza (ATGRoché 5 U/l 0.03 0.5
DNK / / 5
Dejonizovana voda (Re) / / 25.7
Ukupno 50
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Prilog B

P B.1. Sastav smeSe za genotipizaciju géketvarijante rs1447295 metodom RFLP

Osnovna Finalna ]
Komponente - - Zapremina (ul)
koncentracija koncentracija

NEB puffer 1

) 10X 1X 15
(New England Biolab)s
HpyCh4lVv 10U/l 1U/15ul 0.1
PCR rs1447295 / / 10
Dejonizovana voda (Re) / / 3.4
Ukupno 15

P B.2. Sastav smeSe za genotipizaciju geketvarijante rs4242382 metodom RFLP

Osnovna Finalna )
Komponente . . Zapremina (ul)
koncentracija koncentracija

NEB puffer 4

] 10X 1X 15
(New England Biolabhs
Cacsl 5U/ul 1U/15 pl 0.2
PCR rs4242382 / / 10
Dejonizovana voda (Re) / / 3.3
Ukupno 15

P B.3. Sastav smeSe za genotipizaciju geketvarijante rs6983267 metodom RFLP

Osnhovna Finalna )
Komponente . . Zapremina (pl)
koncentracija koncentracija

NEB puffer 1

) 10X 1X 15
(New England Biolabhs
Tsp45I 4U/ul 1U/15 pl 0.25
PCR rs6983267 / / 10
Dejonizovana voda (Re) / / 3.1
Ukupno 15
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P B.4. Sastav smeSe za genotipizaciju géketrarijante rs7017300 metodom RFLP

Osnovna Finalna

Komponente - - Zapremina (pl)
koncentracija koncentracija

NEB puffer 3

_ 10X 1X 15
(New England Biolabs
BseYI 5U/ul 1U/15 pl 0.2
PCR rs7017300 / / 10
Dejonizovana voda (Re) / / 3.3
Ukupno 15

P B.5. Sastav smeSe za genotipizaciju géketrarijante rs7837688 metodom RFLP

Osnovna Finalna )

Komponente - - Zapremina (ul)
koncentracija koncentracija
Tango puffer
10X 1X 15

(Fermenta}
Tatl 5 U/l 1 U/15 pl 0.2
PCR rs7837688 / / 10
Dejonizovana voda (Re) / / 3.3
Ukupno 15

P B.6. Sastav smeSe za genotipizaciju géketrarijante rs7501939 metodom RFLP

Osnovna Finalna )
Komponente - - Zapremina (ul)
koncentracija koncentracija

Tango puffer

9P 10X 1X 15
(Fermenta}
Taal 5 U/ul 1 U/15 pl 0.2
PCR rs1447295 / / 10
Dejonizovana voda (Re) / / 3.3
Ukupno 15
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P B.7. Sastav smeSe za genotipizaciju géketrarijante rs3760511 metodom RFLP

Osnovna Finalna

Komponente - - Zapremina (pl)
koncentracija koncentracija

NEB puffer 1

_ 10X 1X 15
(New England Biolabs
HpyCh4V 5 Ulul 1U/15 pl 0.2
PCR rs3760511 / / 10
Dejonizovana voda (Re) / / 3.3
Ukupno 15

P B.8. Sastav smeSe za genotipizaciju géketvarijante rs1799983 metodom RFLP

Osnovna Finalna )

Komponente - . Zapremina (ul)
koncentracija koncentracija

NEB puffer 1

10X 1X 15
(Fermenta®
Mbol 10 U/l 1 U/15 pl 0.1
PCR rs1799983 / / 10
Dejonizovana voda (Re) / / 3.4
Ukupno 15
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SUMMARY

Genome-wide association studies (GWAS) have identified over 46 SNPs associated
with human prostate cancer (PCa). Some studies have shown correlation of the nitric
oxide synthase (NOS) NOS3 gene polymorphisms with the risk and/or progression
of PCa. This study aimed to evaluate the association of NOS3 gene polymorphisms
(—786T>C, —764A>G, —714G>T, —690C>T, —649G>A and 894G>T) with PCa
risk and progression. 150 patients with PCa, 150 patients with BPH and 100 age-
matched healthy controls were recruited in this study. Genotyping of promoter poly-
morphisms was performed by bi-directional DNA sequencing, and for 894G>T by
RFLP analysis. There was no significant association between the alleles and geno-
types of these genetic variants and PCa risk. For —786T>C polymorphism, we found
that C allele is associated with absence of metastases, assuming dominant genetic
model (P = 0.049; OR, 0.50; 95% CI, 0.25-1.00). It was found that, compared with
NOS3 —690C>T variant CC genotype, CT and TT genotypes confer decreased risk
of developing metastases (dominant model, P = 0.015, OR, 0.24; 95% CI, 0.07-
0.88) and show association with low clinical tumour stage, compared with stages T;
and T4 (dominant model, P = 0.046, OR, 0.20; 95% CI, 0.04-1.02). Genetic vari-
ants —764A>G, —714G>T, —649G>A were not detected in our study group. There
is evidence of an inverse correlation of the NOS3 894G>T minor allele with high
serum PSA (>20 ng/ml) (dominant model, P = 0.013, OR, 0.37; 95% CI, 0.17-
0.82). Our results suggest that NOS3 gene polymorphisms are genetic susceptibility
factors for the progression of PCa and patient outcome.

Keywords
genetic variation, nitric oxide synthase, prostate cancer, single nucleotide
polymorphism

Introduction

population shows increasing trend of newly discovered
cases, from 662 in 1999 to 1.673 in 2009 (Vrdoljak et al.

Prostate cancer (PCa) is a disease with considerable hetero-
geneity in biological aggressiveness and prognosis. Onset
and progression of PCa involve accumulation of both
genetic and epigenetic alterations (Konishi ez al. 2005; Yu
& Luo 2007). The incidence of PCa has a strong age, eth-
nic origin and geographical dependence (Hallstrom & Lai-
ho 2008). Almost 899,000 PCa cases and 258,000 PCa
deaths are estimated to have occurred in 2008 worldwide,
with 72% of cases and 53% of deaths in developed
countries (Center et al. 2012). Prostate cancer in Serbian

© 2013 The Authors.
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2011; Cancer Registry of Central Serbia, Institute of Public
Health of the Republic of Serbia 1999-2009). In the past
decade, numerous studies analysed association of SNPs
with the risk and/or progression of malignant diseases (Goh
et al. 2012).

Nitric oxide (NO) is a pleiotropic molecule critical to a
number of physiological and pathological processes (Mocel-
lin et al. 2007). Nitric oxide synthases (NOSs) are a family
of enzymes that catalyse the production of NO from L-argi-
nine and L-citrulline amino acids (Forstermann et al. 1998).
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Different members of the NOS family are encoded by sepa-
rate genes. There are three known isoforms, two are constit-
utive (NOS1, NOS3) and the third is inducible (NOS2).
NOS3 gene is located at 7q35-q36, and it is expressed in
endothelial cells. The endothelial isoform is the primary sig-
nal generator in the control of vascular tone, insulin secre-
tion and airway tone. Furthermore, it is involved in the
regulation of cardiac function and angiogenesis (Grande
et al. 2000). For the last 40 years, there is some experimen-
tal evidence showing that tumour growth and metastasis are
dependent upon tumour angiogenesis (Gimbrone er al.
1972). Furthermore, there is evidence that tumour angiogen-
esis correlates with metastasis in invasive PCa (Weidner
et al. 1993). Also, the production of endogenous NO is
associated with apoptosis of tumorigenic cells (Salvucci
et al. 2001; Torok et al. 2002; Wartenberg et al. 2003; Kim
& Tannenbaum 2004).

Several single nucleotide polymorphisms (SNPs) have been
identified in the NOS3 gene. Two common polymorphisms
are —786T>C (rs2070744) and 894G>T (rs1799983), but
there are also reported —1468T>A, —922G>A, —764A>G,
—714G>T, —690C>T, —649G>A and 4a4b polymorphism
(27-bp repeat, intron 4) (Wang & Wang 2000; Marangoni
et al. 2008; Lee et al. 2009). These polymorphisms have a
possible role in the patogenesis of stroke (Howard er al.
2005), high blood pressure (Cruz-Gonzélez et al. 2009; Niu
& Qi 2011), decreased insulin sensitivity (Yoshimura et al.
2003), diabetic nephropathy (He et al. 2011), non-arteritic
anterior ischaemic optic neuropathy (Sakai et al. 2007), cor-
onary spasm (Nakayama et al. 1999), erectile disfunction
(Rosas-Vargas et al. 2004; Sinici et al. 2010), male infertil-
ity (Safarinejad et al. 2010) and carcinogenesis (Lala & Or-
ucevic 1998).

The results of association studies have shown that several
polymorphisms in NOS3 gene are associated with PCa (Lee
et al. 2009). A common single nucleotide genetic variant
located in exon 7 (894G>T) of NOS3 gene, results in an
amino acidic substitution at position 298 (Glu298Asp),
which is implicated in low NOS3 level due to reduced pro-
tein stability (Tesauro et al. 2000). The wild type genotype
at position 894 was identified as a NO-related genetic factor
predictive of advanced disease and bone metastasis (Medei-
ros et al. 2002).

Earlier reports showed that the incorporation of the C
allele at position —786 creates a binding site for replication
protein A1l (RPA1) (Miyamoto ef al. 2000) and reduces
promoter activity (Nakayama et al. 1999). At the same
time, the incorporation of the C allele is associated with
increased levels of NOS3 transcripts in the peripheral blood
of presurgical samples from patients with PCa. These results
identify —786T>C polymorphism as the most important
promoter alteration of the NOS3 gene that may affect the
PCa progression, but not its occurrence (Marangoni et al.
2008).

Therefore, in the present study, we examined the potential
association of 894G>T and promoter polymorphisms of the
NOS3 gene with prostate cancer in Serbian population.

Methods

Patients

The NOS3 polymorphisms were genotyped in 303 consecu-
tively enrolled patients, of which 150 patients with sporadic
PCa (mean age: 69.8 years; range: 45-96 years) and 150
patients with benign prostate hyperplasia (BPH) (mean age:
68.7 years; range: 33-85 years) who were treated at Clinical
Centre ‘dr Dragisa Misovi¢’, Belgrade, Serbia, in the period
from 2009 to 2011. Three cases were excluded because of
the lack of biopsy results. All patients were diagnosed with
PCa confirmed by histopathological examination of speci-
mens obtained by transrectal ultrasound (TRUS) biopsies,
transurethral resection of the prostate and radical prostatec-
tomy (RP). Grading was established according to the Glea-
son score (GS) differentiation system (Gleason & Mellinger
1974). Blood prostate-specific antigen (PSA) levels were
determined using Hybritech monoclonal immunoassay
(Beckman Hybritech assay; Beckman Coulter, Inc., Fuller-
ton, CA, USA), with cut-off value of 4.0 ng/ul (Catalona
et al. 1994). One hundred healthy volunteers (mean age:
67.8 years; range: 58-83 years) with normal PSA, normal
DRE and no previous personal and family history of PCa
nor BPH comprised the control group. Controls were
recruited after passing standard annual physical examina-
tion. This study was approved by the Ethics Committee of
Clinical Centre ‘dr Dragisa Misovi¢’, Belgrade, Serbia.

The risk of progression was determined using two classifi-
cation systems: one proposed by D’Amico et al. 1998 and the
other by Medeiros et al. 2002. According to D’Amico et al.
recommendations, PCa patients were divided into three
groups with low risk (PCa patients with PSA <10 ng/ml, clin-
ical stage < T2a, and Gleason score <6), medium risk (PCa
patients with PSA from 10-20 ng/ml, or clinical stage T2b-c,
or Gleason score 7) and high risk (PCa patients with PSA
>20 ng/ml, or clinical stage > T3, or Gleason score >8)
(D’Amico et al. 1998). Following the instructions of Medei-
ros et al., patients were stratified into two groups: with high
risk (Gleason >7, or advanced clinical stage (T3 and T4, or
presence of bone metastasis)) and low risk of cancer progres-
sion (low grade, early stage and absence of bone metastasis).

Peripheral blood samples were collected in vacutainer
tubes containing Na-citrate and maintained at 4 °C. All
samples were obtained with the informed consent of partici-
pants before their inclusion in the study.

Methods

Genomic DNA was extracted from 200 pl of peripheral
blood using the QIAamp DNA blood mini kit (Qiagen,
Hilden, Germany) following the supplier’s instructions.

Amplification and genotyping of the promoter polymor-
phisms. The presence of the -786T>C, —764A>G,
—714G>T, —690C>T and —649G>A polymorphisms in the
5’-flanking region of the NOS3 gene was determined by
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PCR amplification with the primers 5-ATG CTG CCA
CCA GGG CAT CA-3' and 3'-GTC CTT GAC TCT GAC
ATT AGG G-5' (Nakayama et al. 1999). A volume of 50 pl
was used for each PCR reaction, which contained five
pmoles of both primers, 200 pM of each dNTP (deoxyribo-
nucleotide triphosphate), 1.5 mmol/l MgCl, and 1.5 U Taq
DNA polymerase (AmpliTaq Gold; Roche, Basel, Switzer-
land) with 5 pl of genomic DNA (about 10-20 ng DNA).
Temperature profile was as follows: 3 min at 97 °C, 35
cycles of 95 °C for 60 s, 51 °C for 60 s, and 72 °C for 60 s
and final extension 10 min at 72 °C. The amplified frag-
ments were separated by electrophoresis in 1.5% agarose
gel with ethidium bromide and purified using QIAquick
PCR Purification Kit (QIAquick PCR Purification Kit;
Qiagen, Hilden, Germany). Purified PCR samples were used
in sequencing reaction using BigDyeTerm v1.1 CycleSeq Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) with reverse pri-
mer. Afterwards, the products of sequencing reaction were
purified using EDTA/ethanol purification (Wallis & Morrell
2011) and analysed by capillary gel electrophoresis in
genetic analyzer (ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer,
Applied Biosystems).

RELP analysis for NOS3 894G>T polymorphism. Geno-
typization of NOS3 894G>T polymorphism was performed
by RFLP analysis with forward and reverse primers (5-CAT
GAG GCT CAG CCC CAG AAC-3" and §-AGT CAA TCC
CTT TGG TGC TCA C-3) (Wilcox et al. 1997). A volume
of 25 pl for PCR reactions contained 0.2 mM of both prim-
ers, 200 uM of each dNTP and 1 U Taq DNA polymerase
(Taq polymerase, Kappa) with 5 pl of genomic DNA. After
initial denaturation at 97 °C for 3 min PCR reactions were
run for 35 cycles: 95 °C for 60 s, 54 °C for 60 s, and 72 °C
for 60 s; and final extension 10 min at 72 °C.

The products of PCR amplification were incubated at
37 °C overnight with 1 U of the restriction enzyme Mbol
(Fermentas). Digested fragments’ lengths were 119 bp and
87 bp for TT genotype. The restricted fragments were sepa-
rated on 3% agarose gels with ethidium bromide.

Ten randomly selected samples were analysed by capillary
gel electrophoresis as a control of RFLP analysis.

Statistical analyses. Analyses of data were performed using
statistical software spss for Windows (Version 17.0), SNPStats
software (Catalan Institute of Oncology, Barcelona, Spain)
and PLINK statistical software (Purcell et al. 2007). Logistic
regression analysis was used to compare categorical variables.
A 5% level of significance was used in the analysis. Exact test
implemented in PLINK was used to determine whether experi-
mental observations departed from Hardy—Weinberg equilib-
rium (Purcell et al. 2007). For each SNP, potential dominant
effects were evaluated by combining homozygous and hetero-
zygous minor allele carriers for comparison with the reference
group. The odds ratio (OR) and its 95% confidence interval
(CI) were calculated as the measure of the association of
NOS3 polymorphisms genotypes with PCa risk. Results were
adjusted for the age confounder.
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Results

Patients characteristics

This study was performed on the groups of 150 PCa
patients, 150 BPH patients and 100 healthy control subjects.
The clinical and histopathological characteristics of study
groups are shown in Table 1.

Genotyping

The distributions of NOS3 894G>T, —786T>C and
—690C>T genotypes among cases of patients with PCa,
BPH and controls are shown in Table 2. These distributions
were consistent with Hardy—Weinberg equilibrium. There
was no significant association between the alleles and geno-
types of these genetic variants and PCa risk.

Next, we compared the minor allele frequencies in the
probands with the values of standard prognostic parameters
for PCa progression. Table 3 displays the NOS3 894G>T,
—786T>C and —690C>T genotype distribution towards stan-
dard prognostic parameters and the risk of progression in PCa
patients. There is evidence of an inverse correlation of the
NOS3 894G>T minor allele with high serum PSA (>20 ng/ml)
(dominant model, P = 0.013, OR, 0.37; 95% CI, 0.17-0.82).

For —786T>C polymorphism, we found that carriers of
minor allele have 50% reduced risk of developing metastases
(dominant model, P = 0.049; OR, 0.50; 95% CI, 0.25-1.00).

Furthermore, a statistically significant difference was
noted in the —690 C>T genotype distribution between
patients with and without metastases (dominant model,
P=0.015, OR, 0.24; 95% CI 0.07-0.88). We also
observed that combined genotypes CT and TT confer the

Table 1 The clinical and histopahological characteristics

PCa
Characteristics patients  BPH patients Controls
Number 150 150 100
Age 69.8 68.7 67.8
(45-96)  (33-85) (58-83)
Serum PSA (ng/ml) 0-10 49 124 100
10-20 39 20 -
>20 62 6 -
Tumour stage T, 28 - -
T, 72 - -
T5, T4 50 - -
Gleason score <7 71 - -
=7 56 - -
>7 22 - -
Metastasis Absence 95 - -
Presence 55 - -
Risk of progression Low 81 - -
(D’Amico Medium 55 - -
et al. 1998) High 14 - -
Risk of progression Low 55 - -
(Medeiros High 95 - -
et al.2002)
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Table 2 Distribution of the genotype of NOS3 894G>T, —786T>C and —690C>T polymorphisms in patients with PCa, BPH and

control subjects

No. of PCa (%) No. of BPH (%) P-value* OR" (95% CI) No. of controls (%) P-value* OR' (95% CI)

894G>T

Genotype

GG 76 (50.67) 78 (52) 1 (referent) 54 (54) 1 (referent)

GT 65 (43.33) 59 (39.33) 0.62 1.13 (0.70-1.81) 40 (40) 0.60 1.15 (0.68-1.95)
TT 9 (6) 13 (8.67) 0.46 1.71 (0.29-1.76) 6 (6) 0.89 1.08 (0.36-3.23)
Alleles

G 217 (72.33) 215 (71.67) 0.97 (0.67-1.39) 148 (74.00) 1.10 (0.72-1.68)
T 83 (27.67) 85 (28.33) 0.85 52 (26.00) 0.65

—786T>C

Genotype

TT 54 (36) 57 (38) 1 (referent) 34 (34) 1 (referent)

TC 68 (45.33) 73 (48.66) 0.95 0.98 (0.60-1.62) S51(51) 0.69 0.89 (0.50-1.57)
CC 28 (18.67) 20 (13.33) 0.23 1.53 (0.77-3.05) 15 (15) 0.60 1.22 (0.57-2.64)
Alleles

T 176 (58.67) 187 (62.33) 1.17 (0.84-1.61) 119 (59.50) 1.06 (0.74-1.53)
C 124 (41.33) 113 (37.67) 0.36 81 (40.50) 0.74

—690C>T

Genotype

CC 130 (86.67) 130 (86.67) 1 (referent) 85 (85) 1 (referent)

CT 19 (12.67) 20 (13.33) 0.89 0.96 (0.49-1.88) 14 (14) 0.87 0.94 (0.44-1.99)
TT  1(0.66) 0 (0) 0.24 NA (0.00-NA) 1(1) 0.73 0.61 (0.04-9.91)
Alleles

C 279 (93.00) 280 (93.33) 1.06 (0.56-2.02) 184 (92.00) 1.15 (0.46-1.77)
T 21 (7.00) 20 (6.33) 0.86 16 (8.00) 0.77

*Logistic regression for the difference in genotype distributions and allelic frequencies between the PCa and BPH patients/controls, adjusted
for age. TOdds Ratios adjusted for age. P-values less than 0.05 were considered significant.

reduced risk of high tumour stage (T3, T4) (dominant
model, P = 0.046, OR, 0.20; 95% CI, 0.04-1.02).

Other promoter polymorphisms (—764A>G, —714G>T,
—649G>A) are found to be monomorphic in Serbian popu-
lation.

Capillary gel electrophoresis of ten per cent of randomly
selected samples confirmed the results of RFLP analysis.

Discussion

Molecularly, PCa cells carry multiple genetic and epigenetic
alterations that generate malignant phenotype capable of
uncontrolled growth, avoiding apoptosis and invasion —
metastasis to other organs (Dasgupta ef al. 2012). Recently,
genome-wide association studies (GWAS) have identified
over 46 SNPs associated with human PCa (Taylor et al.
2010; Goh et al. 2012).

Earlier report suggests that NO may play opposing roles in
tumour growth and metastasis (Lala & Orucevic 1998).
Alonso et al. reported that NOS3 mRNA levels from
patients’ blood show significant differences between PCa and
BPH groups, with an occurrence chance for PCa 5.8-fold
higher than BPH disease (Alonso et al. 2009). Furthermore
more, Marangoni et al. have shown that the incorporation of
the —786T>C minor allele is associated with the increased
levels of NOS3 transcripts (Marangoni et al. 2008).

The first study involving —786 T>C polymorphism
showed that this promoter alteration may affect the PCa

progression, but not its occurrence (Marangoni et al. 2008).
More recent study reported a significant difference in both
genotype distribution and allele frequency between PCa
patients and healthy controls, showing that patients with
NOS3 TC and CC genotype have a 2.43-fold and 3.62-fold
increased risk of PCa, respectively (Safarinejad e al. 2012).
Similarly to the results of Marangoni et al., our study shows
no association between the incorporation of —786T>C
minor allele and the increased risk of PCa, but unlike in
their study, there is an association of this allele with the
decreased risk of metastasis.

We have also shown that —690C>T minor allelic variant
arises only in presence of —786T>C minor allele. This is in
concordance with the earlier studies (Marangoni et al. 2008).
Also, we found a significant difference in —690C>T genotype
distributions between patients with high tumour stage
(P = 0.046), as well as between patients with and without
metastasis, assuming dominant genetic model (P = 0.015).

Along with promoter polymorphisms, our study involved
the polymorphism 894G>T in exon 7. One of the previous
studies demonstrated strong association between 894G>T
GG genotype and advanced disease with bone metastases
(Medeiros et al. 2002). Our results showed that 894G>T
minor allele is in negative correlation with the increased
serum PSA (>20 ng/ml) (P = 0.013). 894G>T substitution
results in an amino acid alteration, glutamic to aspartic acid,
which leads to lower protein level (Senthil ef al. 2005). A
study involving NOS3 polymorphisms in coronary artery
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disease reported that plasma NO level significantly depends
on the genotypes of the 894G>T polymorphism; plasma NO
was increased in those individuals with 894T allelic variant,
but only in the control group (Yoon et al. 2000). On the
other hand, study on human umbilical vein endothelial cell
culture (HUVAC) reported that rare allele TT genotype is
associated with low protein level (Senthil ez al. 2005). They
argued that 894T allelic variant in exon 7 could also affect
bioavailable NOS3 by reducing protein stability. This argu-
ment was based on earlier study that had observed, beside
regular 135 kDa band, nonspecific 100 kDa band in cell ly-
sates from three primary human endothelial cell lines, one
with the 894TT genotype and two with the 894GT geno-
type, but not in the one with the 894GG genotype (Tesauro
et al. 2000). Unlike the earlier results (Medeiros et al. 2002,
2002; Marangoni et al. 2006), and ours as well, a recent
study showed no association with PCa incidence nor PCa
clinical and pathological features (Safarinejad et al. 2012).
One explanation for the differences that have been observed
is that they arise from the different ethnic backgrounds of
the study populations. Thus earlier studies included patients
from Portugal (Medeiros et al. 2002, 2002) and Brasil (Ma-
rangoni et al. 2006), whereas our study was performed on
patients from Serbia. A further study, which also showed
with opposing results (Safarinejad ef al. 2012) was con-
ducted on an Iranian population.

In summary, the analysed polymorphisms are not associ-
ated with PCa risk. 894T allele is inversely correlated with
increased serum PSA. —786T>C and —690C>T minor allele
carriers were found to have the reduced risk of developing
metastases. Also, the obtained results show negative correla-
tion of —690C>T combined CT and TT genotypes with high
tumour stage.

We are fully aware that the present study is not without
limitations. Because of the small subgroups of PCa patients,
conclusions drawn from these subanalyses must be inter-
preted with caution. Since the controls were volunteers, they
may not be representative of the general population. Finally,
as this study is restricted to one particular population group,
the Serbian population, it is not clear that these results can
be generalized to other populations, since there may be
important ethnic and cultural variations that need to be
taken into account.

Conclusion

Our results indicate that NOS3 894G>T, —786T>C and
—690C>T genetic polymorphisms are not associated with
prostate cancer risk in Serbian population but may be rele-
vant as prognostic factors for the progression of prostate
cancer and patients’ outcome.
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